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Vloga kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 ter nove možnosti zdravljenja 
glioblastoma. 
Povzetek:  
Glioblastom (GBM) je rak, ki nastane predvidoma iz astrocitov, z najslabšo prognozo 
med vsemi, tudi možganskimi raki – v povprečju med 14 do 16 mesecev – in je med temi 
tudi najbolj pogost. Veliko raziskav se osredotoča na iskanje učinkovitejših možnosti 
zdravljenja, zato smo v tem delu raziskali vlogo in mehanizme delovanja kemokina CCL5 
in njegovega receptorja CCR5 pri GBM.  
Kemokini so funkcionalna družina citokinov, ki sprožijo kemotakso in so odgovorni za 
migracijo, tj. usmerjeno gibanje, in infiltracijo imunskih celic, v kontekstu raka pa tudi 
tumorskih celic. CCL5 in CCR5 imata dokazano pro-tumorsko vlogo pri mnogih vrstah 
raka, tudi pri GBM, a tu njuna vloga in način medcelične signalizacije še nista bila 
razjasnjena. Z imunofluorescenco smo na tkivnih rezinah GBM proučili kolokalizacijo 
med proteini, ki so označevalci določenih zvrsti celic v tumorju in kemokina CCL5 in/ali 
receptorja CCR5. Ugotovili smo, da CCR5 izražajo tudi GBM matične celice (GSC), kar 
nakazuje specifične parakrine in avtokrine mehanizme signalizacije.  
Osredotočili smo se tudi na proučevanje invazivnosti celic GBM v sokulturi z 
mezenhimskimi matičnimi celicami (MSC) in dokazali signifikantno povečanje 
invazivnosti tumorskih celic. Ta invazivnost je bila tudi posledica signalizacije 
CCL5/CCR5 med GBM in MSC celicami, saj je bila po dodatku antagonista receptorja 
CCR5 znatno inhibirana. Kot antagonist smo uporabili spojino maraviroc (MRV), ki je 
sicer že odobrena učinkovina za zdravljenje pri okužbi z virusom HIV. Poleg izločane 
oblike citokina CCL5 smo z mikroskopsko analizo GBM tkivih rezin CCL5 zaznali tudi 
v jedru. Z bioinformatsko analizo potencialne vloge CCL5 v jedru smo ugotovili, da 
obstaja podlaga za morebitno vezavo proteina CCL5 na molekulo DNA. 
Pomen naše raziskave je morebitno izboljšanje oz. kombinirano zdravljenje GBM; 
učinkovitost sedanjih pristopov (operacija, obsevanje, kemoterapija, imunoterapija) bi 
namreč lahko učinkovito izboljšali z uporabo oz. repozicioniranjem MRV za dodatno 
zdravljenje GBM, ki inhibira os CCL5/CCR5 in posledično inhibira od strome odvisno 
invazijo celic GBM. 
Ključne besede:  
Glioblastom, glioblastomske matične celice, invazija, kemokini, maraviroc, mezenhimske 
matične celice, repozicioniranje zdravilnih učinkovin, tumorsko mikrookolje. 
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The role of chemokine CCL5, its receptor CCR5 and new therapy potentials in 
glioblastoma. 
Abstract:  
Glioblastoma (GBM) is a cancer that presumably originates from astrocytes, and is the 
most common brain cancer and a cancer with the worst prognosis of all – on average 14-
16 months. Many studies seek to find ways to improve GBM therapy, which was also the 
motivation for our research on the role and mechanism of action of chemokine CCL5 and 
its cognate receptor CCR5 in GBM. 
Chemokines are a functionally distinct family of cytokines that induce chemotaxis and 
are responsible for physiological cell migration and immune cell trafficking, as well as 
tumour cell migration in cancer. CCL5 and CCR5 are proven to have pro-tumour roles in 
many cancers, including GBM, but the exact role and cell cross-talk mechanism have not 
yet been determined. Using immunofluorescence on GBM tissue slides, we studied the 
colocalization of proteins that are markers of various cel types within the tumour and 
CCL5 and CCR5; we observed that also GBM stem cells (GSC) express CCR5, which 
indicates specific paracrine and autocrine signalisation mechanisms. 
Our work was also focused on the studying of the invasivness of GBM cell in coculture 
with MSC cells and we have proven a significant increase in tumour cell invasiveness. 
The invasiveness was a result of the CCL5/CCR5 signalisation between GBM cells and 
mesenchymal stem cells (MSC), as the adding of the CCR5 receptor antagonist Maraviroc 
caused it to be notably inhibited. Maraviroc is already an approved drug used in the 
therapy of HIV patients. Along the secreted form of CCL5, using microscopic analysis 
we observed CCL5 also in the nucleus. Our bioinformatic analysis of the potential role of 
CCL5 in the nucleus has shown a basis for the possible DNA-binding ability of CCL5.  
The role of our findings is possibly a better GBM therapy; the effectiveness of current 
methods (surgery, radiation, chemo- and immunotherapy) could be effectively improved 
with repositioning MRV for an additional GBM therapy, which inhibits the CCL5/CCR5 
axis and consequently inhibits the stroma-induced GBM cell invasion.  
Keywords:  
Glioblastoma, glioblastoma stem cells, invasion, chemokines, maraviroc, mesenchymal stem 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
% (v/v)  razmerje volumna raztopljene snovi z volumnom celotne raztopine 
2D dvodimenzinalen 
4E-BP1 evkariontski faktor iniciacije translacije 4E-vezavni protein 1 (ang. 
Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1) 
5'-UTR  5'-neprevedena regija (ang. 5'-untranslated region) 
ADC  konjugat protitelesa in učinkovine (ang. Antibody-drug conjugate) 
Akt  protein kinaza B (ang. Protein kinase B) 
ARG-1 arginaza 1 
AS  alternativno izrezovanje (ang. Alternative splicing) 
Å  Ångström; 10-10 m 
BER   popravljanje z izrezom baze (ang. Base-excision repair) 
BM  kostni mozeg (ang. Bone marrow) 
BSA  goveji serumski albumin (ang. Bovine serum albumin) 
cAMP  ciklični adenozin monofosfat 
CD  skupek diferenciacije (ang. Cluster of differentiation) 
Cdc42 kontrolni protein celične delitve (ang. Cell division control protein 42) 
CCL5  C-C kemokinski ligand 5 (ang. Chemokine C-C motif ligand 5) 
CCR5  C-C kemokinski receptor 5 (ang. C-C chemokine receptor 5) 
c-Myc  celični protein virusa mielocitomatoze (ang. Cellular myelocytomatosis 
virus protein) 
CO2  ogljikov dioksid 
CXCR4 C-X-C kemokinski receptor 4 (ang. C-X-C chemokine receptor 4) 
Dad-1  branitelj pred celično smrtjo 1 (ang. Defender against cell death 1) 
DAG  diacilglicerol 
DAPI  4′,6-diamidino-2-fenilindol (ang. 4′,6-diamidino-2-phenylindole) 
DMEM celični medij za MSC (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
ECM  izvencelični matriks (ang. Extracellular matrix) 
EGFRvIII receptor epidermalnega rastnega faktorja vIII (ang. Epidermal growth 
factor receptor vIII) 
eIF4E  evkariontski faktor iniciacije translacije 4E (ang. Eucaryotic translation 
initiation factor 4E) 
FDA Uprava ZDA za hrano in zdravila (ang. Food and Drug Administration) 
FITC fluorescein izotiocianat 
GBM  glioblastom (ang. Glioblastoma multiforme)  
GDP  gvanozin difosfat 
 XXI 
 
GPCR  receptor, sklopljen z G-proteinom (ang. G-protein coupled receptor) 
GSC   glioblastomske matične celice (ang. Glioblastoma stem cells) 
GTP  gvanozin trifosfat 
HIV virus humane imunske pomanjkljivosti (ang. Human immunodefficiency 
virus) 
IDH1  izocitrat dehidrogenaza 1 
IDO  indolamin-2,3-dioksigenaza 
IF  imunofluorescenca 
IKK inhibitor kinaze jedrnega faktorja kapa-B (ang. Inhibitor of nuclear factor 
kappa-B kinase) 
IL-6  interlevkin-6 
IL-10  interlevkin-10 
IP3  inozitol-1,4,5-trifosfat (ang. Inositol-1,4,5-triphosphate) 
M1, M2 klasično oz. alternativno aktivirani makrofagi 
MCF-7 celična linija raka dojke (ang. Michigan Cancer Foundation-7) 
MDM  makrofagi, nastali iz monocitov (ang. Monocyte derived macrophages) 
M-GBM mezenhimski tip GBM 
MGMT O6-alkilgvanin DNA alkiltransferaza (ang. O6-alkylguanine DNA 
alkyltransferase) 
MMP-9 metaloproteaza matriksa 9 (ang. Matrix metalloprotease 9) 
mRNA informacijska RNA (ang. Messenger RNA) 
MRV  maraviroc 
MSC  mezenhimske matične celice (ang. Mesenchymal stem cells) 
mTOR sesalska tarča rapamicina (ang. Mammalian target of rapamycin) 
NF1  nevrofibromin-1 
NF-κB jedrni faktor kapa-B (ang. Nuclear factor kappa-B) 
NLS  jedrni lokalizacijski signal (ang. Nuclear localization signal) 
P  P-vrednost 
PBS  fosfatni pufer (ang. Phosphate buffered saline) 
PFA  paraformaldehid 
PI3K  fosfoinozitid-3 kinaza (ang. Phosphoinositide-3 kinase) 
PIP3 fosfatidilinozitol-3,4,5-trisfosfat (ang. Phosphatidylinositol (3,4,5)-
trisphosphate) 
PKA  protein kinaza A  
PLCβ  fosfolipaza C β (ang. Phospholipase C β) 
PPI interakcija protein-protein (ang. Protein-protein interaction) 
Rac z Ras-om povezan C3 substrat botulin toksina (ang. Ras-related C3 
botulinum toxin substrate) 
RANTES  (ang. Regulated upon Activation Normal T cell Expressed and Secreted) 
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RhoG homolg Ras-a, povezan z rastjo (ang. Ras homology growth-related) 
RNA  ribonukleinska kislina 
siRNA  mala interferenčna RNA (ang. Small interfering RNA) 
SUM-159  invazivna celična linija raka na dojkah 
TAM makrofagi, povezani s tumorjem (ang. Tumour-associated macrophages) 
TBP  TATA-vezavni protein (ang. TATA-binding protein) 
TGF-β  transformirajoči rastni faktor β (ang. transforming growth factor β) 
TME  tumorsko mikrookolje (ang. Tumour microenvironment) 
TMZ  temozolomid 
Treg  regulatorni limfociti T 
TRITC tetrametilrodamin izotiocianat 
U251  primarna GBM celična linija (ang. Uppsala 251 malignant glioma) 
U87  primarna GBM celična linija (ang. Uppsala 87 malignant glioma) 
VEGF žilno endotelijski rastni faktor (ang. Vascular endothelial growth factor) 
WHO Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization) 
γH2AX  fosforilirani član X družine histonov H2A (ang. Phosphorylated histone 
H2A family member X) 
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Nastanek in napredovanje raka nista odvisna samo od pro-tumorskih genetskih in 
epigenetskih raznolikosti rakavih celic, ampak tudi od interakcij med rakavimi celicami 
ter med rakavimi in nerakavimi celicami v tumorju. Tumorsko mikrookolje (ang. tumour 
microenvironment: TME) poleg rezidentih rakavih celic sestoji tudi iz infiltrirajočih 
matičnih in imunskih gostiteljevih celic (limfocitov, makrofagov, celic naravnih ubijalk 
in drugih) [1]. Preživetje rakavih celic je večje ob zaviranju imunskega odziva, do tega 
pa pride zaradi interakcij z infiltrirajočimi celicami in zaradi topnih faktorjev, kot so 
citokini in kemokini [2].  
Novačenje vnetnih celic na mesto tumorja (npr. makrofagov, povezanih s tumorjem – 
ang. tumour-associated macrophages; TAM) omogoča zaviranje imunskega odziva [1,3]. 
Ta mehanizem vodijo kemokini; interakcije kemokinov in njihovih receptorjev so 
običajno odgovorne za usmerjanje levkocitov na mesto vnetja in v limfoidne organe, 
služijo pa lahko tudi za novačenje teh istih imunskih efektorskih celic v tumorsko sredo 
in posledično za omogočanje imunskega privilegija tumorskim celicam, kar vodi v 
povečano množitev celic in metastaze [1,2,4].  
V nadaljevanju so predstavljeni različni pogledi možnega vpliva signalizacije 
CCL5/CCR5 med celicami znotraj tumorjev različnih vrst, predvsem pa kako se to nanaša 
na kontekst glioblastoma. Vse to, skupaj z izbranimi rezultati poskusov, smo predstavili 
v preglednem članku, objavljenem v reviji Radiology and Oncology [5]. Celokupne 
rezultate naših raziskav pa smo objavili raziskovalnem članku, objavljenem v 
International Journal of Molecular Sciences [6].  
1.1 Glioblastom 
Navkljub kombiniranju radioterapije, kemoterapije in maksimalne resekcije tumorja, 
glioblastom (ang. glioblastoma multiforme; GBM) vztraja kot najbolj maligen možganski 
tumor, obenem pa tudi najpogostejši – GBM namreč predstavlja približno 50 % vseh 
malignih gliomov [7]. GBM je po klasifikaciji Svetovne zdravstvene organizacije (ang. 
World Health Organization; WHO) gliom stopnje IV in je relativno redek, saj je stopnja 
pojavnosti 3/100 000 [8,9]. Glede na izvor je GBM lahko primaren (novonastali in ne iz 
rakavih celic že prej obstoječega tumorja) ali sekundaren (nastal kot maligna progresija 
nižje-stopenjskega glioma) [10]. O agresivnosti in malignosti glioblastoma priča 
povprečna doba preživetja, ki je okoli 15 mesecev po diagnozi [7]. Določitev 
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učinkovitega zdravljenja za GBM je težavna zaradi tumorske heterogenosti in razvoja 
odpornosti na kemoterapevtike. Standardno uporabljena učinkovina v kemoterapiji GBM 
(in tudi edina odobrena GBM učinkovina v Evropi in v ZDA) je temozolomid (TMZ), saj 
ima največjo učinkovitost [11].  
WHO klasifikacija tumorjev centralnega živčevja iz leta 2016 je prva tovrstna 
klasifikacija, ki za razvrščanje tumorjev poleg morfoloških dejavnikov upošteva tudi 
molekularne označevalce [8,12]. Za GBM je glavni označevalec agresivnega podtipa 
izocitrat dehidrogenaza 1 divjega tipa (wt IDH1), poleg tega so pa podobni pokazatelji 
povečane malignosti tudi prisotnost ne-metiliranega gena za MGMT [13] in izražanje 
receptorja epidermalnega rastnega faktorja vIII (ang. Epidermal growth factor receptor 
vIII; EGFRvIII) [14]. 
1.2 Kemokini in njihovi receptorji 
Kemokini so kemotaktični citokini, kar pomeni, da s svojim delovanjem oz. signalizacijo 
povzročajo usmerjeno gibanje levkocitov. Kemokin je običajno majhen protein (velikosti 
okoli 10 kDa) in povzroča gibanje celic, ki poteka v smeri koncentracijskega gradienta 
kemokina – torej proti izvoru kemokina, ki se širi z difuzijo; kemokinsko gibanje ali 
kemotaksa je prisotna tako pri homeostatskih procesih gibanja hematopoetskih matičnih 
in imunskih celic kot pri bolezenskih procesih, povezanih z vnetjem ali rakom. Pogoj za 
kemokinsko kemotakso celice je ta, da ima celica ustrezen kemokinski receptor sklopljen 
z G-proteinom (ang. G-protein coupled receptor; GPCR), ki je heptahelikalen receptor. 
Po vezavi kemokina na ustrezni receptor pride do aktivacije izražanja raznih genov, kot 
so geni za preoblikovanje celičnega citoskeleta, invazivnost, interakcije celice z 
izvenceličnim matriksom (ang. extracellular matrix; ECM) in celično preživetje [15].  
Slika 1.1: Shematski prikaz strukturnih osnov poddružin kemokinov. 
Kemokini podružine C imajo eno intramolekularno disulfidno povezavo, tisti iz ostalih 
treh poddružine pa po dve; pri kemokinih CC sta prisotna dva sosedna cisteinska ostanka, 
ki tvorita vsak svojo disulfidno povezavo, pri CXC je med njima en ostanek, pri 
kemokinih CX3C pa tri aminokislinski ostanki. 
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Kemokini so razdeljeni v 4 poddružine glede na razporeditev prvih dveh cisteinskih 
ostankov na N-koncu proteina. Omenjene poddružine so poddružina alfa ali CXC, beta 
ali CC, gama ali C in delta ali CX3C [16] (slika 1.1).  
1.2.1 Ligand CCL5 
CCL5, tj. kemokin s C-C motivom 5 ali RANTES (ang. Regulated upon Activation 
Normal T cell Expressed and Secreted), je beta kemokin, ki preko svojega delovanja 
mobilizira levkocite [17]. Privablja imunske celice na mesto vnetja; tovrstne celice pa so 
makrofagi, limfociti T in granulociti – natančneje eozinofilci in bazofilci [18]. CCL5 
izražajo povečini citotoksični CD8+ limfociti T [19] in deluje kot dejavnik, ki zavira 
okužbo s HIV-om. Veže se na ustrezni receptor CCR5, ki (poleg receptorja CXCR4) služi 
kot koreceptor za vstop virusa HIV v CD4+ limfocite T. CCL5 s tem posledično prepreči 
virusni vstop v celico [19,20]. 
CCL5 se veže na receptorje vrste GPCR, pri čemer so običajne vezave tiste s CCR1, 
CCR3 in CCR5: slednji je klasični receptor kemokina CCL5. Poleg zgoraj navedenih pa 
obstajajo tudi neobičajni oz. pomožni receptorji za CCL5: to sta CD44 in GPR75 [21–
23] (slika 1.2a). Tovrsten nabor interakcij ni neobičajen, saj se mnogi kemokini vežejo z 
več receptorji, mnogi kemokinski receptorji pa izkazujejo promiskuiteto vezave ligandov 
– to pomeni, da imajo več kot en visoko-afinitetni ligand [24]. Raznolikost interakcij 
CCL5 omogoči možnost aktivacije različnih signalnih poti; s tem ima CCL5 raznolike 
fiziološke ter tudi patološke funkcije [25].  
Slika 1.2: Raznolikost interakcij liganda CCL5 in receptorja CCR5. 
Ligand CCL5 se veže primarno na receptor CCR5, prav tako pa na CCR3, CCR1, GPR75 
in CD44 (a). Ligandi, ki se vežejo na receptor CCR5 so CCL5 ter CCL4 in CCL3 (b) [5]. 
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CCL5 je povečano izražen pri raznih vrstah raka; to vključuje kolorektalni in pljučni rak 
ter rak prostate in materničnega vratu [26–29]. Poleg tega pa je prisotnost in povečana 
količina CCL5 v plazmi in tkivu pokazatelj slabše prognoze preživetja pri vrstah raka kot 
so melanom, rak prostate, materničnega vratu, želodca, dojke, trebušne slinavke, prav 
tako pa glioblastoma [26,30–32].  
Celice, ki pri raku izražajo CCL5 so lahko rakave celice same, prav tako pa so lahko to 
nerakave oz. stromalne celice, ki tudi prispevajo k TME [33].  
1.2.2 Receptor CCR5 
Kot omenjeno, CCR5 (C-C kemokinski receptor 5) – znan tudi kot CD195 – je glavni 
receptor, preko katerega CCL5 izvaja prenos signala v celicah [34,35]. Prav tako kot 
ostali kemokinski receptorji, CCR5 deluje redundantno oz. presežno za signalne poti 
navzdol, kar pomeni, da jih aktivira vezava različnih ligandov [24,35]. Visoko-afinitetni 
ligandi za CCR5 so CCL5, CCL3 (znan tudi kot MIP-1α) in CCL4 (znan tudi kot MIP-
1β) [36] (slika 1.2b). 
Velik del dosedanjih študij o CCR5 je namenjen razjasnitvi njegove vloge pri okužbi s 
HIV-om; M-tropni HIV-1 za glavni receptor za vezavo na in vstop v CD4+ limfocite T 
uporablja molekulo CD4, a potrebuje tudi koreceptorje – CCR5 in CXCR4 imata vlogo 
le-teh. Maraviroc (MRV) je antagonist receptorja CCR5 in prepreči vstop virusa HIV-1 
v limfocite T. MRV se namreč veže na CCR5 in deluje kot njegov alosterični inverzni 
agonist ter zadrži CCR5 v neaktivni konformaciji [37]. Kljub veliki količini študij o vlogi 
CCR5 v povezavi s HIV-om, je vse več tudi študij, ki proučujejo vlogo CCR5 pri raku. 
CCR5 je – tako kot CCL5 – povečano izražen v številnih vrstah raka, npr. rak dojke, 
prostate [28,38] in tudi v glioblastomu [11,39].  
Strukturno gledano je CCR5 receptor tipa GPCR, tako kot ostali običajni kemokinski 
receptorji [35]. To pomeni, da ima na N-koncu zunajcelični rep (odgovoren za vezavo 
liganda), sedem hidrofobnih transmembranskih regij, šest povezovalnih zank in citosolni 
rep na C-koncu, ki je bistven za prenos signala, ki ga sproži vezava liganda. Receptor 
lahko signal prenese preko heterotrimernega G-proteina ali pa po poteh, neodvisnih od 
G-proteinov [35].  
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1.3 Sprememba tarče zdravilne učinkovine 
Za že obstoječe in odobrene zdravilne učinkovine lahko v procesu spremembe tarče oz. 
namena zdravila (»drug repurposing«) odkrijemo nove biološke funkcije in posledično 
nove indikacije, ki se od izvorne indikacije običajno popolnoma razlikujejo [40]. 
Odkrivanje novih zdravil je za farmacevtska podjetja tvegan, dolgotrajen in drag proces, 
repozicioniranje pa ima veliko prednosti pred de novo odkrivanjem zdravil. S tem se 
občutno zmanjša trajanje celotnega procesa (ki traja 10-17 let v primeru de novo 
odkrivanja), obenem pa je precej zmanjšano tudi tveganje za neuspeh zdravila zaradi 
njegove potencialne toksičnosti ali neučinkovitosti v kliničnih preskušanjih. Kljub temu 
pa potrebujemo realno oceno potencialov repozicioniranja, saj je za repozicioniranje 
učinkovine vseeno potreben dokaz varnosti in učinkovitosti zdravila pri novi indikaciji. 
Kakorkoli pa zapleti v dokazovanju le-tega ne pomenijo nezmožnost repozicioniranja, a 
le odpirajo možnosti za inovativne in izboljšane formulacije z boljšimi farmakokinetskimi 
in farmakodinamičnimi lastnostmi, kot so npr. nanostrukturni sistemi [40].  
Najbrž najbolj znana primera uspešnega repozicioniranja zdravilnih učinkovin sta 
sildenafil in talidomid. Sildenafil so prvotno razvili za zdravljenje povišanega pritiska in 
angine pectoris, a je bil neuspešen v drugi fazi kliničnih preskušanj; Pfizer pa je glede na 
zabeležen stranski učinek preusmeril to učinkovino za zdravljenje erektilne disfunkcije 
pod tržnim imenom Viagra [41]. Talidomid so uporabljali za zdravljenje jutranje slabosti 
pri nosečnicah, vse do odpoklica zaradi velikega števila deformacij novorojenih otrok, ki 
jih je povzročil njegov S-enantiomer. Desetletja po tem so kot vzrok deformacij odkrili 
anti-angiogene lastnosti S-talidomida, to pa je privedlo do uporabe talidomida kot 
protirakave učinkovine. Leta 2006 je bil talidomid v ZDA odobren kot zdravilo proti 
multiplem mielomu v kombinaciji z deksometazonom [41,42].  
Na podlagi naših poskusov je pri GBM obetaven za repozicioniranje MRV, antagonist 
receptorja CCR5. Os CCL5/CCR5 vpliva na malignost GBM in ob dokazu, da je ta vpliv 
pro-tumorski, bi MRV lahko repozicionirali za uporabo pri zdravljenju GBM, tj. z 
blokado CCR5 in posledično te kemokinske osi. Klinična preskušanja repozicioniranja 
MRV za zdravljenje raka že potekajo, konkretno za zdravljenje bolnikov z naprednim 
metastatskim kolorektalnim rakom, ki se ne odzove na standarno kemoterapijo. Pri teh 
bolnikih je inhibicija CCR5 z MRV signifikantno zmanjšala velikost tumorja, spremenila 
delovanje makrofagov v proti-tumorski tip M1 in povečala povprečno 5-letno preživetje 
bolnikov po diagnozi. Poleg MRV je ameriška FDA odobrila še tri klinična preskušanja 
za ciljanje CCR5+ metastatskih rakov, kjer je antagonist CCR5 prisoten v kombinaciji z 
biološkim zdravilom [43,44].  
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1.4 Učinki signaliziranja CCL5/CCR5 na glioblastom 
Običajni način signaliziranja preko heptahelikalnih kemokinskih receptorjev vključuje G-
proteine, natančneje njihove podenote Gα in dimere Gβγ [35]. Ob vezavi liganda receptor 
CCR5 aktivira trimer Gαβγ preko sproženja gvanozinske zamenjave (GDP se zamenja z 
GTP) in povzroči odcepitev membransko-vezane podenote Gα od dimera Gβγ [45].  
Aktivirani Gα vpliva na adenilil ciklazo, kar posledično dvigne celično raven cAMP, ki 
nato vpliva na določene citosolne encime, v glavnem na protein kinazo A (PKA). Gα in 
Gβγ oba vplivata na izbrane tarče (npr. PLCβ), kar vodi v nastanek sekundarnih 
sporočevalcev, kot je inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3), PIP3, diacilglicerol (DAG), in 
povečana citosolna koncentracija kalcija [35,45]. Tako Gα kot Gβγ sprožita vdor kalcija 
v citosol, kar je možno dokazati s testom mobilizacije kalcija (ang. calcium mobilisation 
assay) [31]. Vdor kalcija v celico povzroči aktivacijo signalnih poti odvisnih od kalcija 
(NF-κB), prav tako pa signalne poti neodvisne od G-proteinov; vse pa na tak ali drugačen 
način pripomorejo k malignosti [35].  
Interakcija CCL5 s CCR5 je bila proučena kot mehanizem napredovanja nekaterih vrst 
raka, npr. rak trebušne slinavke, želodca in dojke [3,24,31]. Ta interakcija lahko olajša 
napredovanje raka neposredno, preko vplivanja na gibljivost oz. migracijo celic, 
pomnoževanja celic in celično preživetje; vpliv je lahko tudi posreden, preko novačenja 
pro-tumorskih proti-vnetnih efektorskih celic [3,46]. Vsi ti mehanizmi so bili vsaj do neke 
mere proučeni tudi pri GBM. 
1.4.1 Invazivnost in gibljivost celic 
Obvezen pogoj za gibljivost oz. migracijo celic je pojav celične polarizacije med 
sprednjim in zadnjim delom (glede na smer gibanja) aktinskega citoskeleta, kar omogoča 
usmerjeno gibanje celice [47]. Celično polarizacijo vodita aktinska polimerizacija – za 
tvorbo celičnih izboklin – in aktivacija integrinov – za pritrditev nastale izbokline na 
ECM. Male GTPaze, natančneje člani družine Rho (RhoG, Cdc42 in Rac), so bistvene za 
koordinacijo teh procesov [47]. Tekom migracije se ti proteini povečano izražajo in 
kopičijo po celotni celici, medtem ko se v vodilnem koncu celice oz. v izboklini kopiči 
fosfoinozitid-3 kinaza (PI3K). Monomerni G-aktin polimerizira v filamente F-aktina, kar 
vodi v aktomiozinske krčitve in posledično gibanje celice [47]. 
Delovanje CCL5 preko CCR5 poveča gibljivost človeških celic pljučnega raka, prav tako 
pa poveča izražanja integrina αvβ3 na njihovi površini [27]. Zaznavanje ravni 
fosforilacije PI3K in protein kinaze B (Akt) je pokazalo, da CCL5 poveča gibljivost. Prav 
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tako je bilo z uporabo inhibitorjev PI3K/Akt ali s transfekcijo z mutantnima 
(inaktiviranima) PI3K in Akt ob prisotnosti CCL5 moč zmanjšati gibljivost celic in 
izražanje integrinov αvβ3. Dokazano je, da interakcija CCL5/CCR5 sproži signalizacijo 
PI3K/Akt, ki nato aktivira IKKα/β in NF-κB; posledično se poveča izražanje integrina 
αvβ3, kar privede do večje sposobnosti gibljivosti [27]. CCL5 in drugi kemokini 
praviloma aktivirajo γ-izoobliko PI3K preko dimera Gβγ G-proteina, ki je sklopljen s 
kemokinskim receptorjem; kljub temu pa je možna kemokinsko sprožena aktivacija tudi 
drugi izooblik PI3K [48]. 
Polimerizacijo aktina, do katere pride zaradi aktivacije CCR5 s strani CCL5, so opazili 
pri raku trebušne slinavke in v epitelnih celičnih linijah raka dojke; v obeh primerih pa je 
povzročila povečano gibljivost celic [31,49]. V slednjem primeru pa so raziskovalci še 
dodatno potrdili, da se je aktin polimeriziral preko signalne poti PI3K/Akt [49]. 
Vlogo interakcije CCL5/CCR5 pri gibljivosti specifično pri GBM so proučili Zhao et al. 
[50]. Na GBM celičnih linijah U87 in U251, ki izražata CCR5, so dokazali – tako kot pri 
študiji na pljučnem raku [27] – da stimulacija s CCL5 poveča gibljivost. Da bi razjasnili 
mehanizem za tem, so celicam dodali inhibitor za PI3K ter siRNA proti CCR5. Oba sta 
imela inhibitoren učinek na fosforilacijo Akt (p-Akt) celic, ki so bile izpostavljene CCL5. 
Zaključek te študije je bil, da CCR5 ob vezavi CCL5 v celici GBM aktivira signalno pot 
PI3K/Akt [50]. Spremljali so tudi izražanje MMP-9, na podlagi predhodno objavljenih 
člankov, ki so pokazali, da ta proteaza olajšuje gibljivost rakavih celic [51]. Ob uporabi 
inhibitorja za PI3K se je izražanje MMP-9 zmanjšalo, kar pomeni, da je MMP-9 tarča 
signalizacije CCR5-PI3K/Akt. Vloga MMP-9 pri omogočanju gibljivosti v GBM je preko 
razgrajevanja ECM [52]. Odkrili so, da aktivacija kinaze Akt ne poveča samo gibljivosti, 
ampak tudi pomnoževanje celic GBM, ki pa je bila zmanjšana ob pristonosti inhibitorja 
za PI3K [50]. Ta študija še zdaleč ni edini primer glioblastomske invazije preko MMP-9; 
raziskave Wang et al. so pokazale, da hipoksija – ena od poglavitnih lastnosti GBM – 
sproži izražanje CCR5 in njegovega liganda CCL4 v GBM celični liniji U87 [53]. Ta 
kemokinska interakcija povzroči povečanje izražanja in izločanja MMP-9 ter bolj 
invaziven fenotip. Kljub temu, da to povzroči drug ligand, se CCR5 vseeno aktivira, to 
pa potrjuje predhodne rezultate, ki pričajo o tem, da MMP-9 (ki ga sproži aktivirani 
CCR5) razgrajuje ECM pri raku [53]. 
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1.4.2 Pomnoževanje celic 
Veliko število signalnih poti je odgovornih za nadzor pomnoževanja rakavih celic, a tista, 
ki je najpogosteje povezujemo s signalizacijo CCL5/CCR5 je signalna pot sesalske tarče 
rapamicina (ang. Mammalian target of rapamycin; mTOR). Ta pot konvergira z zgoraj 
omenjeno potjo PI3K, saj obe aktivirata signalno pot Akt [54] (slika 1.3). 
Med drugim mTOR igra pomembno vlogo v aktivaciji prevajanja: regulira namreč 
evkariontski faktor iniciacije translacije 4E-vezavni protein 1 (ang. eukaryotic translation 
initiation factor 4E-binding protein 1; 4E-BP1). Vloga 4E-BP1 je vezava oz. zajetje 
evkariontskega faktorja iniciacije translacije 4E (ang. eucaryotic translation initiation 
factor 4E; eIF4E) in s tem ustavitev prevajanja. Zato mTOR kompleks 1 (mTORC1) 
poveča raven prevajanja preko sproženja hiperfosforilacije proteina 4E-BP1, s čimer le-
ta izgubi sposobnost vezave eIF4E [48]. CCL5 dokazano deluje preko CCR5 in nato 
preko mTOR/4E-BP1, da aktivira prevajanje specifičnih nizov mRNA, ki vsebujejo dolgo 
in zelo strukturirano 5'-UTR zaporedje. Tovrsten tip mRNA običajno zapisuje za 
proteine, ki regulirajo celično rast in preživetje; to pomeni, da CCL5 igra pomembno 
vlogo pri pomnoževanju celic in to preko aktivacije CCR5 [46]. Ti povečano izraženi 
geni, ki zapisujejo za proteine za preživetje, vključujejo ciklin D1, c-Myc in Dad-1[3]. 
Pri raku dojke je signalizacija CCL5/CCR5 povečala preživetje in pomnoževanje celic 
linije MCF-7, in to izrecno preko poti mTOR/4E-BP1 [46]. 
Neposredna povezava med CCL5/CCR5 in potjo mTOR specifično pri GBM še ni 
raziskana, je pa raziskana vloga same poti mTOR pri GBM. Inhibicija mTOR 
kompleksov mTORC1 in mTORC2 je signifikantno povečala in vitro in in vivo 
občutljivost glioblastomskih matičnih celic (ang. glioblastoma stem cells; GSC) na 
radioterapijo [55]. Prav tako inhibicija mTORC1/2 v GBM povzroči znatno in vztrajno 
zmanjšanje ravni p-Akt, kar se kaže kot zmanjšanje tumorskega volumna in inhibicija 
pomnoževanja GSC [56]. 
Študija neposredne povezave med aktivacijo CCR5 in signalno potjo mTOR pri GBM je 
nedvomno potrebna; a upoštevajoč ugotovitve učinkov signalizacije CCL5/CCR5 na 
mTOR pri raku dojke [46] in vlogo mTOR v rasti in pomnoževanju GBM celic [55,56] 
je to zagotovo obetaven začetek. 
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Vseeno pa so Zhao et al. objavili ugotovitve, da je pomnoževanje – tako kot tudi 
invazivnost – celic GBM posledica signalizacije CCR5 [50]. S pomočjo vgraditve BrdU 
v celice GBM linij U87 in U251 so ugotovili, da je stimulacija s CCL5 občutno povečala 
pomnoževanje celic. Poleg tega so proučili še efektorje navzdol od CCR5 in potrdili, da 
signalizacija CCL5/CCR5 sproži pot PI3K/Akt in promovira pomnoževanje, podobno kot 
invazivnost [50]. Inhibitorji za PI3K so zmanjšali raven fosforilacije Akt, kar je zmanjšalo 
pomnoževanje celic; s tem je bila potrjena vpletenost signalizacije CCL5/CCR5 v 
pomnoževanje GBM celic [50]. 
mTOR in PI3K sta znana aktivatorja signalne poti Akt in torej povečata pomnoževanje 
celic [54]; a kar se tiče pomnoževanja celic GBM, je kot specifična posledica aktivacije 
receptorja CCR5 potrjeno prisotna samo signalna pot PI3K/Akt. Na drugi strani pa ni 
Slika 1.3: Osrednja vloga fosfatidilinozitol 3-kinazne (PI3K)/pAkt-kinazne signalne poti.  
Ob vezavi CCL5 na svoj receptor CCR5, se primarno sproži signalna pot PI3K/Akt. Z 
aktivacijo PI3K se poveča raven fosforilacije PIP2 v PIP3, ki je sekundarni sporočevalec, 
odgovoren za aktivacijo Akt kinaze. Ta nato fosforilira nadaljnje efektorje navzdol 
signalne poti. Posledica tega je inhibicija pro-apoptotskih efektorjev, prav tako pa 
povečanje izražanja genov za preživetje celice. Druga tarča PI3K je mTOR kompleks 1 
(mTORC1), ki prav tako aktivira Akt kinazo. Kljub temu pa PI3K ni edina molekula, ki 
jo pri tovrstni signalizaciji CCR5 neposredno cilja: sekundarno se aktivira kinaza fokalne 
adhezije (FAK), ki je v kompleksu s SRC kinazo, posledica te aktivacije pa je dodatna 
aktivacija PI3K (npr. kot so pri raku prostate pokazali Sicoli et al.) [5]. 
          APOPTOZA 
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izrecnih dokazov, da signalna pot mTOR/Akt kot posledica signalizacije CCL5/CCR5 
aktivira pomnoževanje celic. Kljub temu lahko z gotovostjo trdimo, da je signalna pot 
mTOR/Akt pomembna za pomnoževanje celic GBM [56]. Odprto pa ostaja vprašanje, ali 
deluje CCR5 kot aktivator signalne poti Akt – in s tem pomnoževanja celic – pri GBM 
samo preko PI3K ali tudi preko mTOR. 
1.4.3 Celično preživetje 
Tumorska sposobnost vzdrževanja preživetja rakavih celic je osnovna potreba za 
napredovanje in malignost tumorja. Tumor pa jo doseže preko signalnih poti, ki celici 
omogočijo izogibanje celični smrti, bodisi preko povečanja popravljalnih mehanizmov 
DNA, bodisi preko zavrtja apoptoze (zmanjšanje izražanja pro-apoptoskih ali povečano 
izražanje anti-apoptotskih genov). CCR5 olajša celično preživetje rakavih celic na oba 
načina [49], a zgolj slednji je pri GBM dokazano posledica CCL5 aktivacije receptorja 
CCR5 [25].  
Analiza z mRNA mikromrežo (ang. mRNA microarray) je pokazala, da imajo celice raka 
dojke, ki izražajo CCR5, tudi povečano izražanje genov za popravljanje DNA, natančneje 
genov za popravljanje z izrezom baze (ang. base-excision repair; BER) in genov za 
popravljanje z rekombinacijo [49]. Ko so izražanje receptorja CCR5 inducirali v 
obsevanih celicah linije SUM-159, se je zmanjšalo izražanje označevalca poškodb DNA 
fosforiliranega člana X družine histonov H2A (ang. phosphorylated histone H2A family 
member X; γH2AX). To nakazuje na povečano popravljanje poškodb DNA, posledično 
pa je bila zmanjšana tudi apoptoza v primerjavi z CCR5-negativnimi celicami [49]. Na 
tak način lahko rakave celice pridobijo odpornost na kemoterapevtike, ki sprožijo 
apoptozo s povzročanjem poškodb DNA, kot je npr. doksorubicin. Uporaba MRV, 
antagonista CCR5, v kombinaciji z doksorubicinom je povečala kemoterapevtsko 
učinkovitost pri proženju apoptoze, kar pomeni, da je signalizacija CCL5/CCR5 gonilna 
sila preživetja celic raka dojke preko aktivacije popravljanja DNA. To tudi zmanjša 
učinkovitost kemoterapije z doksorubicinom, ki poškoduje DNA; učinkovitost 
doksorubicina pa se je povečala z blokado signalizacije CCL5/CCR5 z MRV [49].  
Preživetje celic GBM vključuje CCL5, ampak ne vedno preko njegove vezave s CCR5. 
Namesto te običajne interakcije je pri spodbujanju pomnoževanja celic pomembna vezava 
CCL5 na pomožni receptor CD44, in sicer na avtokrini način. To sproži signalizacijo, ki 
zavira apoptozo [25]. V mezenhimskem podtipu človeškega GBM (M-GBM) je izražanje 
CCL5 povečano; prav tako CCL5 deluje avtokrino preko vezave na CD44 na samih 
celicah M-GBM, in s tem prepreči apoptozo le-teh. Z nizom poskusov z izbijanjem genov 
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so dokazali, da je do tega prišlo izrecno zaradi interakcije CCL5/CD44, in ne zaradi 
aktivacije CD44 s strani katerega drugega liganda [25]. Ko se CCL5 veže, CD44 prepreči 
izražanje efektorske kaspaze 3, ki je neposredno odgovorna za apoptozo. To pomeni, da 
signalizacija preko alternativnega oz. pomožnega receptorja kemokina CCL5 poveča 
celično preživetje pri človeškem M-GBM [25].  
1.4.4 Imunosupresija – zaviranje imunskega odziva 
Eden izmed posrednih načinov, s katerim signalizacija CCL5/CCR5 spodbuja malignost, 
je preko novačenja levkocitov, ki imajo imunosupresiven učinek na GBM TME. Rakave 
celice to dosežejo z izražanjem CCL5, ki nato povzroči kemotakso efektorskih celic, ki 
na svoji površini izražajo receptor CCR5 [11,57].  
Pomemben delež teh novačenih celic so makrofagi; le-ti predstavljajo približno 30 % vseh 
celic v GBM [58]. Velja pa, da so makrofagi pri GBM izredno heterogena skupina celic, 
tako z vidika funkcije kot izvora [59]. S tumorjem povezani makrofagi (ang. tumor-
associated macrophages; TAM) so sestavljeni iz dveh ločenih skupin makrofagov: 
mikroglija, kar so tkivno rezidentni makrofagi po izvoru iz rumenjakove vrečke, ter 
infiltrirajoči makrofagi, nastali iz monocitov (ang. monocyte derived macrophages; 
MDM) [59].  
TAM dosežejo imunosupresijo z izražanjem proti-vnetnih citokinov, kot so indolamin-
2,3-dioksigenaza (IDO), interlevkin-10 (IL-10), in transformirajoči rastni faktor β (ang. 
transforming growth factor β; TGF-β). Učinek teh citokinov je tak, da se razmerje 
regulatornih limfocitov T (Treg) in tumoricidnih limfocitov občutno prevesi k Treg [60]. 
Imunosupresija TME, ki jo izvajajo TAM, poteka tudi v povezavi s signalizacijo 
CCL5/CCR5. Na primer, pri raku dojke TAM izražajo CCR5; lokalna dostopnost 
kemokina CCL5 (in posledično aktivacija CCR5) v TME pomeni manj infiltracije TAM 
ter večje splošno preživetje [24]. Na drugi strani pa je študija na metastatskih celicah 
kolorektalnega raka pokazala, da ta signalizacija promovira napredovanje raka zaradi 
imunosupresije: blokada CCR5 z MRV je povzročila take spremembe MDM, da so nehali 
izražati proti-vnetne efektorje in izražali občutno več pro-vnetnih efektorjev. Z inhibicijo 
signalizacije CCL5/CCR5 tako pride do repolarizacije makrofagov MDM in izgube 
njihove sposobnosti zaviranja imunskega odziva v TME [61].  
Pri GBM, tako kot pri ostalih vrstah raka, se TAM polarizirajo v bodisi pro-vnetni tip M1 
ali v proti-vnetne tipe M2a/b/c. Primerjalna analiza izražanja citokinskih genov v 
mikroglijskih celicah in v MDM je pokazala, da celice mikroglije izražajo predvsem pro-
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vnetne kemokine in citokine, medtem ko MDM izražajo pretežno proti-vnetne oz. 
imunosupresivne citokine [57]. Iz tega lahko sklepamo, da je imunosupresija v GBM 
TME prisotna predvsem zahvaljujoč novačenju infiltrirajočih makrofagov MDM, ki 
imajo pretežno makrofagni fenotip M2, in ne prisotnosti rezidentnih (mikroglija) 
makrofagov [57]. 
Učinek signalizacije CCR5 na postopek polarizacije TAM pri GBM so raziskali Laudati 
et al. Z inhibicijo CCR5 z antagonistom MRV je in vitro prišlo do zmanjšanja deleža 
imunosupresivnih M2 TAM, obenem pa je vse bolj prevladoval fenotip M1 v odsotnosti 
aktivacije signalizacije CCL5/CCR5 [11]. Ta ugotovitev pomeni, da je inhibicija CCR5 
obetaven način zdravljenja z imunomodulacijo pri GBM. Vendar pa vse več raziskav 
kaže, da je in vivo narava TAM veliko bolj zapletena od binarne paradigme M1/M2, ter 
da so fenotipi makrofagov TAM veliko težje razločljivi v kontekstu človeških 
bolezenskih stanj v primerjavi z in vitro eksperimenti [62].  
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1.5 Načini medceličnega signaliziranja CCL5/CCR5 pri glioblastomu 
Osnovno vprašanje pri proučevanju signalizacije s kemokini je kaj privlači kaj, ali ob 
upoštevanju možnosti avtokrine zanke aktivacije, kaj aktivira kaj. Odgovore na to 
vprašanje najdemo s proučevanjem izražanja liganda (v našem primeru CCL5) ali 
receptorja (torej CCR5) v določenih vrstah celic. Vrste teh celic, ki se nahajajo v tumorju 
so diferencirane rakave celice, mikroglija, infiltrirajoči makrofagi, GSC in mezenhimske 
matične celice (ang. mesenchymal stem cells; MSC). S pomočjo analize kolokalizacije 
izražanja liganda ali receptorja z molekulskimi označevalci posamezne celične vrste 
lahko razjasnimo katere celične vrste izražajo ligand in katere receptor. Posledično lahko, 
skupaj z dodatnimi poskusi, sliko medcelične signalizacije CCL5/CCR5 v GBM. 
Pomembno je še dodati, da ne smemo izključiti možnosti prisotnosti več spodaj 
navedenih mehanizmov hkrati v GBM TME – glede na zapletenost in heterogenost GBM 
ne gre predpostavljati, da ta signalizacija deluje le na en način [33].  
1.5.1 Parakrina aktivacija celic GBM – celice GBM izražajo CCR5 
Prvi in najpogosteje opažen mehanizem signalizacije CCL5/CCR5 je aktivacija CCR5, ki 
je izražen na diferenciranih celicah GBM, s strani CCL5, ki ga izražajo druge celice (npr. 
TAM). Wang et al. so ugotovili, da imajo celice GBM povečano izražanje CCR5 in da je 
bila aktivacija CCR5 zaznana po dodatku supernatanta makrofagov celicam GBM. 
Razlog za to je bila prisotnost liganda CCL5, katerega izražanje se je še povečalo ob 
hipoksičnih pogojih; končni učinek tovrstne aktivacije je bila povečano malignost zaradi 
povečane gibljivosti celic GBM [53].  
To pa ni edina študija, ki je dokazala, da je makrofagni CCL5 pozitiven regulator rasti 
gliomov. Do istega zaključka so prišli tudi pri naslednji študiji, le da je bila pri tej 
natančneje definirana vrsta makrofaga, ki izraža CCL5: gre namreč specifično za celice 
mikroglije [63]. Z RNA sekvenciranjem celic mikroglije so prišli do ugotovitve, da je 
CCL5 povečano izražen. Za testiranje delovanja liganda pri gliomih so izvedli in vitro 
eksperimente, pri čemer so obdelali gliomske celice s CCL5, kar je privedlo do povečane 
rasti tumorja; s temi ugotovitvami so bili skladni tudi in vivo poskusi na mišjem modelu 
glioma, saj so protitelesa proti CCL5 (torej CCL5-nevtralizirajoča protitelesa) zmanjšala 
gliomsko rast pri miših, ki so bile izpostavljene CCL5 [63]. 
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Za povzetek, aktivacija celic GBM s strani drugi celice je pogost način delovanja osi 
CCL5/CCR5 pri GBM (slika 1.4). Te ne-glioblastomske celice so možne tarče za 
zdravljenje usmerjeno v stromo (ang. stroma-directed therapies) in gre pretežno za 
makrofage, lahko pa tudi za endotelijske celice ipd [63].  
1.5.2 Aktivacija stromalnih celic – celice GBM izražajo CCL5 
Še en način tovrstne signalizacije med različnimi vrstami celic so celice GBM, ki izražajo 
kemokin CCL5. Ta ligand nato vpliva na infiltrirajoče ali stromalne celice, ki izražajo 
receptor CCR5 ter tako povzroča znotrajcelično signalizacijo, ki privede do 
imunosupresije v glioblastomskem TME. To je podrobneje opisano v poglavju 1.4.4. 
CCR5 izražajo poleg makrofagov tudi regulatorni limfociti T (Treg), kar pomeni, da so 
tudi ti možne efektorske celice, ki jih celice GBM novačijo za ta namen – znano je, da so 
Treg pomemben faktor pri imunosupresiji [64]. Kljub temu, pa novačenje Treg preko 





celica GBM  
Slika 1.4: Shema mehanizma parakrine (stromalne) aktivacije celic GBM preko 
signalizacije CCL5/CCR5.  
V primeru parakrine oz. stromalne aktivacije GBM celic s signalizacijo CCL5/CCR5 
stromalne celice, kot so makrofagi in MSC izločajo CCL5. Celice GBM izražajo CCR5, 
katerega aktivira stromalni CCL5. 
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Laudati et al. so dokazali, da je pri GBM inhibicija CCR5 z antagonistom MRV zmanjšala 
ravni molekul arginaza 1 (ARG-1) in interlevkin 10 (IL-10) ter njuno delovanje. Gre za 
označevalca fenotipa M2 pri mikrogliji, kar pomeni, da se rezidentni makrofagi, ki 
izražajo CCR5, zanašajo na CCL5 celic GBM za vzdrževanje protivnetnih lastnosti. 
Poleg tega je bila inhibicija CCR5 sorazmerna s signifikantnim zmanjšanjem gibljivosti 
mikroglije, natančnejši razlog za to pa je inhibicija signalne poti PI3K-Akt [11]. Os 
CCL5/CCR5 je očitno bistvena za gibljivost imunosupresivnih celic mikroglije v GBM 
TME, to gibljivost pa sprožijo celice GBM same [11]. Ti rezultati potrjujejo zgodnje 
hipoteze Kouno J. et al., da so ligandi receptorja CCR5 prekomerno izraženi pri GBM, 
njihova vloga pa je privabljanje efektorskih celic, ki modulirajo lokalno imunost [39] 
(slika 1.5).  
1.5.3 Avtokrina aktivacija celic GBM– celice GBM izražajo CCL5, CCR5 
Druga hipoteza, ki so jo postavili Kouno J. et al. pa je ta, da je vloga povečanega izražanja 
CCR5 in njegovega liganda povečanje pomnoževanja celic pri GBM, in sicer preko 
vzpostavitve avtokrine zanke [39]. To pomeni, da celice GBM same izražajo tako ligand 
kot receptor, posledično pa se signalne poti v celici od CCR5 navzdol aktivirajo 
avtonomno [25,39]. 
Slika 1.5: Shema mehanizma aktivacije stromalnih celic (s strani celic GBM) preko 





celica GBM  
V primeru aktivacije stromalnih celic s strani GBM celic s CCL5/CCR5 signalizacijo 
stromalne celice, kot so makrofagi in MSC izražajo CCR5, GBM celice pa izločajo 
CCL5.  
Koprivnikar Krajnc, M. Vloga kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 ter nove možnosti zdravljenja glioblastoma. 




Ta mehanizem signalizacije preko CCL5/CCR5 pri raku ni nekaj neznanega; študija 
Wang et al. je pokazala, da je CCL5, ki ga izražajo celice osteosarkoma, avtokrino delujoč 
efektor za izražanja žilno endotelijskega rastnega faktorja (ang. Vascular endothelial 
growth factor; VEGF). Avtokrina stimulacija je možna, saj rakave celice poleg CCL5 
izražajo tudi CCR5. VEGF, ki je izražen kot posledica te avtokrine aktivacije 
CCL5/CCR5 deluje kot efektor s privlakom za endotelijske progenitorske celice (EPC), 
ki pripomorejo k tumorski angiogenezi in posledično k večji malignosti tumorja [65].  
Pri GBM je bila avtokrina pot aktivacije CCL5/CCR5 prav tako že proučena, specifično 
v mezenhimskem podtipu GBM (M-GBM). Ko so opazili pomembnost liganda CCL5 za 
tumorsko rast, se je porodilo vprašanje o pomembnosti izvora liganda; natančneje, ali 
CCL5 iz stromalnih celic vpliva na tumorsko rast na isti način kot CCL5, ki ga izrazijo 
GBM celice same? Zaključki teh poskusov so pokazali, da ni signifikantne razlike med 
tumorji divjega tip in tumorji z viškom stromalnega CCL5. To pomeni, da CCL5 
spodbuja preživetje in pomnoževanje celic na avtonomen način – torej preko avtokrine 
signalizacije [25] (slika 1.6). 
Gliomi nižjih stopenj kažejo višjo raven zanašanja na stimulacijo s strani stromalnih 
kemokinov, na drugi strani pa gliomi višjih stopenj vzpostavljajo avtokrino kemokinsko 
stimulacijo [25]. Zanimiva interpretacija tega dejstva je ta, da sposobnost avtokrinske 
aktivacije gliomom omogoča delno neodvisnost od strome; posledično imajo stromalne 
celice manjši nadzor, kar lahko poveča malignost tumorja [25].  
CCL5 
CCR5 
celica GBM  
Slika 1.6: Shema mehanizma avtokrine signalizacije celic GBM preko signalizacije 
CCL5/CCR5. 
V primeru avtokrine aktivacije celic GBM s signalizacijo CCL5/CCR5 GBM celice 
izražajo tako CCL5 kot CCR5. Celice GBM tako preko te kemokinske osi vzpostavijo 
pozitivno povratno zanko.  
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2 Namen dela in hipoteze 
Namen magistrskega dela: 
- Ovrednotiti izražanje in določiti lokalizacijo CCL5 in CCR5 na tkivnih rezinah 
GBM, 
- Proučiti raven izražanja CCL5 in CCR5 v sferoidih glioblastomskih matičnih celic 
(GSC),  
- Določiti, katere celice v tumorskem mikrookolju (TME) GBM izražajo CCL5 in 
katere CCR5 na osnovi kolokalizacije teh dveh proteinov z označevalci za 
specifične vrste celic v TME, 
- Določiti vlogo osi CCL5/CCR5 v celicah GBM in mezenhimskih matičnih celicah 
(MSC) s testom invazivnosti celic ob prisotnosti in odsotnosti antagonista CCR5 
Maraviroca (MRV), 
- Predlagati nove možne pristope zdravljenja pri GBM na podlagi rezultatov. 
 
Hipoteze magistrskega dela: 
- CCL5 in CCR5 se izražata v različnih vrstah celic v TME, kot so tumorske celice 
GBM, GSC ter infiltrirajoče in rezidentne stromalne celice, MSC in makrofagi, 
- MSC izločajo CCL5 in spodbudijo CCR5-pozitivne GBM celice k invaziji, 
- MSC pospešijo invazijo GBM celic, ki je inhibirana ob prisotnosti CCR5 
antagonista MRV, 
- GSC so vpletene v signalizacijo CCL5/CCR5 in izražajo CCR5 v primeru 
parakrine in potencialno tudi CCL5 v primeru avtokrine aktivacije. 
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3 Materiali in metode   
3.1 Materiali 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
• Konfokalni mikroskop Leica DFC 7000 T, Wetzlar, Germany 
• Fluorescenčni invertni mikroskop Nikon Eclipse Ti-E 
• Kamera Nikon DS-U2/L2 
• Dako Pen (Agilent) 
• Pipete (Eppendorf) 
• Stripete 5 ml, 10 ml, 25 ml in 50 ml (Corning Incorporated Costar) 
• Namizni stresalnik MS1 Minishaker (IKA) 
• Objektna stekelca, krovniki (Deltalab, Eurotubo) 
• Analitska tehtnica Exacta 610 EB (Tehtnica) 
• Kamrice za prehajanje celic »Transwell chamber inserts« za mikrotitrske plošče s 
24 odprtinami (ChemoTx® chemotaxis system), pore velikosti 8 μm 
 
3.1.2 Programska oprema 
• Leica Application Suite X (LAS X) 
• NIS-Elements AR 4.13.04 64-bit 
• GraphPad 
• UCSF Chimera 1.12 
• DNAbinder (http://crdd.osdd.net/raghava/dnabinder/) 
• DNABIND (https://dnabind.szialab.org/) 
• BindUP (http://bindup.technion.ac.il/) 
• iDNA-Prot (http://www.jci-bioinfo.cn/iDNA-Prot)  
 
3.1.3 Kemikalije 
• BSA (Sigma-Aldrich) 
• CCL5/RANTES peptid (R&D, 278-RN-050) 
• DAPI (Sigma-Aldrich) 
• DMEM medij (Sigma-Aldrich) 
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• Etanol (Sigma-Aldrich) 
• Glutaraldehid (2,5 %) 
• Kristal vijolično (0,1 %) (Sigma-Aldrich) 
• Ksilen (Sigma-Aldrich) 
• Kozji serum (Sigma-Aldrich) 
• Maraviroc (CCR5 inhibitor) (Selleckchem, S2003) 
• Matrigel (Becton Dickinson) 
• Metanol (Sigma-Aldrich) 
• Natrijev citrat (Merck) 
• PBS (Sigma-Aldrich) 
• PFA 4 % (Sigma-Aldrich) 
• Prolong Antifade (Thermo Fischer) 
• Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 
• Tween20 (Merck) 
 
3.1.4 Protitelesa 
3.1.4.1 Primarna protitelesa 
• Anti-CCL5 protitelo: Abcam ab52562, mišje protitelo, redčitev 1:200 
• Anti-CCR5 protitelo: Abcam ab65850, zajčje protitelo, redčitev 1:25 
• Anti-CD68 protitelo: Dako, klon EBM11, mišje protitelo, redčitev 1:50  
• Anti-CD105 protitelo: Abcam ab27422, zajčje protitelo, vnaprej razredčeno 
• Anti-CD133 protitelo: Abcam ab19898, zajčje protitelo, redčitev 1:100 
• Anti-GFAP protitelo: Abcam ab10062, mišje protitelo, redčitev 1:500 
• Anti-IBA1 protitelo: Abcam ab15690, mišje protitelo, redčitev 1:200  
 
3.1.4.2 Sekundarna protitelesa 
• Anti-mišje protitelo: Red AF546 Invitrogen A11003, kozje protitelo, redčitev 
1:200 
• Anti-zajčje protitelo: Green AF488 Life Techn. A11008, kozje protitelo, redčitev 
1:200 
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3.1.5 Tkivne rezine 
Priprava parafinskih histoloških rezin debeline 5 μm, pridobljenih iz tumorjev bolnikov 
z GBM, je potekala na Inštitutu za patologijo na Medicinski fakulteti Univerze v Ljubljani 
po njihovem standardnem postopku. 
Študija je bila potrjena s strani Komisije Republike Slovenije za medicinsko etiko 
(številka dovoljenja 92/06/13). Vsi bolniki, katerih vzorci se uporabljajo v raziskavi, so 
podpisali pisno izjavo, s katero se strinjajo, da se vzorci uporabljajo v znanstveno 
raziskovalne namene. 
Bolnik Oznaka bolnika 
Bolnik 1 NIB 94 13 
Bolnik 2 NIB 139 (18-H-05634) 
Bolnik 3 NIB 142 (18-H-9127) 
Bolnik 4 NIB 152 (18-H-25734) 
Bolnik 5 NIB 156 14 
Bolnik 6 NIB 496 14 
Bolnik 7 NIB 140 
Slika 3.1 Tabela oznake bolnikov, katerih vzorce GBM smo uporabili v raziskavi. 
 
 
3.1.6 Celične linije 
• Glioblastomske celice: NIB 140 (primarna GBM celična linija, vzpostavljena 
iz vzorca tumorja bolnika 7) 
• Glioblastomske matične celice – GSC:  
o NCH421k (CLS Cell Lines Service GmbH, Nemčija) 
o NCH644 (CLS Cell Lines Service GmbH, Nemčija) 
o K26 (GSC celična linija, vzpostavljena iz vzorca tumorja bolnika) 
• Mezenhimske matične celice – MSC (Lonza Bioscience: Walkersville, MD 
ZDA; Lot številka 6F4393). 
 
Uporabljeni vzorci izvirajo iz tumorjev 7 bolnikov z GBM; šest vzorcev je bilo 
uporabljenih za tkivne rezine, en vzorec pa za pripravo primarne celične linije GBM.  
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3.2.1 Imunofluorescenca na tkivnih rezinah vzorcev glioblastoma 
Za proučevanje izražanja in kolokalizacije sedmih izbranih antigenov (CCL5, CCR5, 
CD68, CD105, CD133, GFAP, IBA1) na GBM tkivnih rezinah smo uporabili primarna 
monoklonska telesa in sekundarna protitelesa, ki so konjugirana z eno od dveh 
fluorescirajočih spojin (Green Alexa Fluor 488 in Red Alexa Fluor 546), ki ob vzbujanju 
z lasersko svetlobo oddajata rdečo in zeleno svetlobo. Primarna protitelesa so zajčjega in 
mišjega izvora, sekundarna pa so kozjega izvora.  
Kontrolna barvanja, s katerimi smo preverili specifičnost sekundarnih protiteles, smo 
izvedli z enakim postopkom, le v odsotnosti primarnih protiteles.  
3.2.1.1 Deparafinizacija in rehidracija parafinskih rezin 
Za dostopnost tarčnih epitopov protitelesom, smo najprej s tkivnih rezin odstranili 
parafin. To poteka v digestoriju s spiranjem v ksilenu, raztopinah etanola z gradientom 
koncentracije in na koncu v destilirani vodi. Koraki deparafinizacije so sledeči: 
- 1. korak: ksilen – 3 minute; 
- 2. korak: ksilen – 3 minute; 
- 3. korak: absolutni etanol – 3 minute; 
- 4. korak: 96 % etanol – 3 minute; 
- 5. korak: 80 % etanol – 3 minute; 
- 6. korak: 50 % etanol – 3 minute; 
- 7. korak: destilirana voda – 3 minute. 
Od te točke naprej smo rezine ves čas ohranjali vlažne oz. preprečevali izsušitev rezin, 
saj bi v nasprotnem primeru povečali možnost nespecifične vezave protiteles. 
3.2.1.2 Ponovna vzpostavitev antigenov 
Po odstranitvi parafina je bilo potrebno ponovno vzpostaviti antigene, da je bila kasneje 
možna vezava primarnih protiteles in s tem detekcija antigenov. Za to nalogo sta bili na 
voljo encimska in toplotna metoda: izbrali smo toplotno s segrevanjem v mikrovalovni 
pečici. Stekelca z rezinami smo v steklenem stojalu potopili v posodo s 10 mM citratnim 
pufrom s pH 6,0 in jih 30 minut kuhali v mikrovalovni pečici. S tem smo dosegli, da smo 
z dovajanjem toplotne energije sprostili epitope, ki so bili zaradi kemijske fiksacije s 
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formaldehidom prej protitelesom nedostopni zaradi tvorbe prečnih metilenskih povezav 
med proteini [66]. 
Po 30 minutah segrevanja smo rezine skupaj s pufrom ohladili na sobno temperaturo, nato 
pa smo stekelca vzeli iz 10 mM citratnega pufra in jih na stresalniku 15 minut spirali v 
pufru TBS/Triton x-100 (10% 10x TBS, 1% Triton x-100). 
3.2.1.3 Blokiranje nespecifične vezave protiteles 
Stekelca smo prenesli v digestorij in jih obrisali okoli tkiva ter tkivo obkrožili s 
hidrofobnim flomastrom Dako Pen, ki ima vlogo zadrževanja raztopine na tkivu. Nato 
smo na tkivo nanesli pufer za blokado z namenom preprečitve nespecifične vezave 
protiteles, torej vezave na antigene, različne od proučevanega. 
Vrsta seruma, ki ga uporabimo za pufer za blokado je odvisen od primarnega in s tem 
tudi sekundarnega protitelesa, ki ga želimo uporabiti. Da se izognemo neželenim 
interakcijam, ki bi dale lažne pozitivne signale, uporabimo serum in primarno protitelo 
različnih izvorov ter primarno in sekundarno protitelo različnih izvorov. To pomeni, da 
uporabimo pufer s serumom, ki je enake vrste kot sekundarno protitelo, lahko pa tudi 
uporabimo serum iz tretje, nesorodne živali, na primer krave – BSA. BSA smo v vseh 
primerih dodali, da smo minimalizirali nespecifično vezavo zaradi hidrofobnih interakcij 
[67]. 
Vzorce smo inkubirali eno uro na sobni temperaturi v pufru za blokado (PBS z 10 % 
kozjim serumom in 0,5 % BSA) v komori za ohranjanje vlažnosti, da se niso izsušili. Na 
vsak vzorec smo nanesli 150-200 μL pufra za blokado. Po tem koraku ni spiranja, stekelca 
smo samo obrisali s papirnato brisačo okoli tkiva. 
3.2.1.4 Inkubacija s primarnimi protitelesi 
Na vse vzorce – razen negativne kontrole – smo nanesli po 150-200 μL primarnih 
protiteles, ki so bila specifična za željeni antigen. Uporabili smo 7 različni primarnih 
protiteles, njihove uporabljene (in optimalne) redčitve pa so bile določene že predhodno 
in se razlikujejo med protitelesi (posamezne redčitve navedene v poglavju 3.1.4.1). Na 
negativne kontrole smo nanesli le pufer za redčenje protiteles (PBS z 1 % BSA). 
Inkubacija je potekala v komori za ohranjanje vlažnosti, čez noč na 4 °C. Naslednji dan 
smo stekelca dvakrat po 5 minut spirali na stresalniku v pufru 1x PBS z 0,5 % BSA.  
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3.2.1.5 Inkubacija s sekundarnimi protitelesi 
Stekelca smo obrisali okoli tkiva in še enkrat obkrožili tkivo s pisalom Dako Pen. Nato 
smo nanesli dva različna sekundarna protitelesa: kozje proti-mišje protitelo (konjugirano 
s fluorescenčnim barvilom Red AF546, ki ob vzbujanju fluorescira rdečo svetlobo pri 
valovni dolžini 546 nm) in kozje proti-zajčje protitelo (konjugirano s fluorescenčnim 
barvilom Green AF488, ki ob vzbujanju fluorescira zeleno svetlobo pri valovni dolžini 
488 nm). Oba sta bila redčena v razmerju 1:200. 
Vzorce smo inkubirali eno uro na sobni temperaturi v komori za ohranjanje vlažnosti. 
Sledilo je dvakratno spiranje po 5 minut na stresalniku v TBS/Triton x-100 pufru. 
3.2.1.6 Barvanje vzorcev z DAPI barvilom 
Obrisana stekelca smo v temi 5 minut inkubirali v raztopini DAPI barvila, redčitev katere 
je bila 1:1000. To smo storili z namenom, da bi obarvali jedra celic. Po končanem 
barvanju smo vzorce sprali s PBS, da smo odstranili ves nevezani DAPI. 
3.2.1.7 Dehidracija in priprava vzorcev za mikroskopijo 
Dehidracija vzorcev poteka v digestoriju v naslednjem vrstnem redu: 
- 1. korak: destilirana voda – 30 sekund; 
- 2. korak: 50 % etanol – 30 sekund; 
- 3. korak: 80 % etanol – 30 sekund; 
- 4. korak: 96 % etanol – 30 sekund; 
- 5. korak: absolutni etanol – 30 sekund; 
- 6. korak: ksilen – 2 minuti; 
- 7. korak: ksilen – 2 minuti. 
Stekelca smo obrisali okoli tkiva in na vsak vzorec kapnili 1-2 kapljici vklopnega medija 
Prolong Antifade. Na kapljico medija smo položili krovno stekelce, poskrbeli, da pod 
njim ni bilo zračnih mehurčkov in okoli krovnega stekelca za fiksacijo nanesli prozoren 
lak za nohte. Po 10-20 min sušenja smo vzorce shranili na temno in na -20°C. 
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3.2.2 Imunofluorescenca sferoidov glioblastomskih matičnih celic 
Postopek imunofluorescence za GSC sferoide je analogen postopku za tkivne rezine, le 
da se razlikuje v nekaj korakih. 
Najprej smo sferoide prenesli v mikrocentrifugirke in jih centrifugirali, nato pa fiksirali 
(s PFA koncentracije 4 %, za 10 minut) in sprali s pufrom za redčenje protiteles (PBS z 
1 % BSA).  
Sledila je permeabilizacija in blokiranje z raztopino PBS, ki vsebuje 5 % BSA in 0,2 % 
Triton X-100. Inkubacija je trajala 15 minut, sledilo je spiranje s pufrom za redčenje 
protiteles (PBS z 0,5 % BSA). 
Izvedba naslednjih korakov (inkubacija s primarnimi in sekundarnimi telesi ter barvanje 
jeder z DAPI barvilom), se ne razlikuje od postopka za tkivne rezine. Po barvanju z DAPI 
smo GSC sferoide centrifugirali, pelet sferoidov nanesli na objektno stekelce, nanj dodali 
vklopni medij Prolong Antifade in ga pokrili s krovnim stekelcem. Krovno stekelce smo 
prav tako fiksirali s prozornim lakom, ko pa se je le-ta posušil, smo preparate shranili na 
temno in na -20°C. 
 
3.2.3 Test invazivnosti celic GBM 
Z namenom proučevanja sposobnosti invazivnosti glioblastomskih celic smo izvedli test 
invazivnosti celic, ki je 2D model invazije celic in temelji na prehajanju celic iz 
Boydenovih kamric skozi 8 µm pore v membrani na dnu kamrice.  
V kamrice smo na začetku vnesli 50 µL 0,5 mg/mL Matrigela – tj. komercialen medij, ki 
posnema izvencelični matriks v tumorskem mikrookolju in otežuje prehod tumorskih 
celic skozi pore v membrani [68]. Na tak način ne spremljamo zgolj gibljivosti celic, 
ampak njihovo invazivnost. Počakali smo, da se Matrigel strdi. Na Matrigel v kamricah 
smo dodali po 10 000 celic celične linije bolnika 7 (NIB 140) v 100 µL medija DMEM 
(gojišče za MSC) brez dodanega FBS. Celice smo gojili v inkubatorju na 37°C in s 
kontolirano ravnjo CO2. Medij smo odsesali vsake dva dni in ob tem dodali svež medij. 
Poleg celic in medija smo v izbrane kamrice dodali tudi MRV (antagonist CCR5), ki je 
imel končno koncentracijo 10 µM. 
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V vdolbinice mikrotitrske plošče s 24 vdolbinicami smo dodali po 200 µL samega medija 
DMEM ali pa celice MSC z dodanim FBS (10 %) ter v izbrane vdolbinice še 300 ng/mL 
rekombinantnega peptida CCL5.  
Mikrotitrsko ploščo smo 48 h inkubirali pri temperaturi 37°C, nato pa z vatirano palčko 
odstranili preostale celice v notranjosti kamrice, tj. celice, ki niso invadirale skozi pore v 
membrani. Kamrice smo spirali s PBS. Celice smo 15 minut inkubirali v metanolu, da 
smo jih fiksirali, ter nato dvakrat sprali s PBS. Sledilo je barvanje invadiranih celic z 0,05 
% kristal vijoličnim. Membrano kamrice smo izrezali in postavili na objektno stekelce ter 
pokrili s krovnim stekelcem. Ko so bili preparati pripravljeni, smo obarvane celice 
prešteli pod invertnim mikroskopom.  
Razporeditev komponent zmesi za posamezno kamrico (v shemi: zgoraj) in vdolbinico (v 
shemi: spodaj) je prikazano na spodnji shemi (slika 3.2). Konkretno smo tako npr. v 
kamrico dali celice NIB 140, Matrigel in MRV, v vdolbinico pa MSC z medijem, v 
katerem je bil FBS.  







Zgoraj NIB140 + Matrigel NIB140 + Matrigel NIB140 + Matrigel 
Spodaj  MSC + FBS DMEM + FBS + 
CCL5 
DMEM + FBS 
z MRV Zgoraj  NIB140 + Matrigel + 
MRV 
NIB140 + Matrigel + 
MRV 
 
Spodaj MSC + FBS DMEM + FBS + 
CCL5 
 
Posamezni pravokotnik predstavlja eno paralelko za vdolbinico na mikrotitrski plošči 
s 24 vdolbinicami in pripadajočo kamrico na vrhu. Pri tem testu smo delali s celično 
linijo NIB 140, ki je primarna celična linija bolnika 7. V vdolbinice smo dodali 
rekombinantni peptid CCL5 koncentracije 300 ng/mL in antagonist receptorja CCR5, 
MVR, koncentracije 10 µM. Naredili smo 3 biološke poskuse ter znotraj vsakega dve 
tehnični ponovitvi. 
 
Koprivnikar Krajnc, M. Vloga kemokina CCL5 in njegovega receptorja CCR5 ter nove možnosti zdravljenja glioblastoma. 




3.2.4 Statistična analiza in obdelava podatkov 
Dobljene podatke smo statistično obdelali s programom GraphPad Prism 5 z uporabo 
Studentovega obojestranskega t-testa. Za statistično pomembno različne vzorce med 
dvema skupinama podatkov (med kontrolo in izpostavljenimi vzorci) smo ovrednotili 
tiste vzorce, pri katerih je bil p<0,05, kar je na sliki 4.10 označeno z zvezdico (*). 
 
3.2.5 Mikroskopiranje 
3.2.5.1 Invertni mikroskop 
Pripravljene pobarvane preparate smo proučili z invertnim mikroskopom Nikon Eclipse 
Ti-E s pomočjo kamere Nikon DS-U2/L2. Slike vidnih polj, namenjenih za 
kvantifikacijo, smo posneli s programom NIS-Elements AR 4.13.04 na objektivu z 20-
kratno povečavo. 
Z invertnim mikroskopom smo proučili tkivne rezine, pobarvane z metodo 
imunofluorescence in izvedli štetje invazivnih celic pri testu invazivnosti. 
3.2.5.2 Konfokalni mikroskop 
Za proučevanje izražanja tarčnih proteinov CCL5 in CCR5 na glioblastomskih matičnih 
celicah smo uporabili konfokalni mikroskop. Sferoide GSC na objektnih stekelcih smo 
po izvedenem postopku priprave imunofluorescence postavili pod objektiv konfokalnega 
mikroskopa in na krovno stekelce vzorca nanesli imerzijsko olje zaradi uporabe 
imerzijskega objektiva pri mikroskopiranju. S programom LAS X smo posneli tri 
sekvence vsakega vzorca: sekvenca 1 z DAPI filtrom (modra slika – jedra), sekvenca 2 s 
FITC filtrom (zelena slika) in sekvenca 3 s TRITC filtrom (rdeča slika). Po končanem 
snemanju sekvenc smo posamezne slike v programu LAS X prekrili (funkcija »merge«), 
da smo dobili večbarvno sliko imunofluorescence. 
 
3.2.6 Bioinformatska analiza 
Za bioinformatsko analizo aminokislinskega zaporedja in strukture kemokina CCL5 smo 
uporabili spletno podatkovno bazo UniProt, kjer so vse informacije ter zunanje povezave 
do podatkov o zaporedju DNA, mRNA in proteina ter anotacije glede bioloških funkcij 
proteina, njegovih interakcij ipd.  
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Za proučevanje strukture smo uporabili program UCSF Chimera 1.12. Z njim smo 
izmerili režo v strukturi dimera CCL5, kamor se potencialno veže DNA, prav tako pa smo 
z vizualizacijo elektrostatske (Coulombske) površine proteina proučili možne interakcije, 
ki bi vezavo DNA lahko podprle.  
Nenazadnje smo na primeru CCL5 uporabili štiri spletna orodja za teoretično 
predvidevanje sposobnosti proteina vezave na DNA: BindUP, DNAbinder, DNABIND 
in iDNA-Prot. 
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4.1 Analiza tkivnih rezin bolnikov 
Za imunofluorescenčno (IF) analizo smo določili tkivne rezine 6 bolnikov (glej poglavje 
3.1.5), z vsakim barvanjem pa smo analizirali po dva proteina. Vsakega od njiju smo 
označili s primarnim protitelesom, ki ustreza sekundarnemu protitelesu, označenemu s 
fluorescenčim barvilom: AF546 s tetrametillrodaminom izotiocianatom (TRITC), ki 
fluorescira rdeče ter AF488 s fluorescein izotiocianatom (FITC), ki fluorescira zeleno.  
Omejujoč faktor pa ni bilo le število tarčnih proteinov, ki smo jih hkrati zaznavali, ampak 
tudi kombinacije le-teh; sekundarno protitelo AF546 je anti-mišje in zanesljivo veže le 
mišja primarna protitelesa, AF488 pa anti-zajčje in veže le zajčja. To pomeni, da ne 
moremo barvati dveh proteinom naenkrat in hkrati dobiti informativnega barvanja, če sta 
protitelesa zanju istega izvora (npr. v istem barvanju ne bi imelo smisla označiti CCL5 in 
CD68, saj sta oba njuna primarna protitelesa mišja – oba proteina bi se s sekundarnimi 
protitelesi torej obarvala rdeče).  
Na podlagi teh omejitev in postavljenih hipotez medcelične signalizacije smo načrtovali 
poskuse imunofluorescence, torej pare skupaj barvanih proteinov – rezultati teh barvanj 
pa so predstavljeni v nadaljevanju.  
 
4.1.1 Izražanje proteinov CCL5 in CCR5 na glioblastomskih tkivnih rezinah  
Izražanje receptorja CCR5 in liganda CCL5 na tkivnih rezinah GBM smo določili z 
imunofluorescenco. Poleg izražanja smo določili tudi katere celice znotraj tumorja 
izražajo receptor in katere ligand.  
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Pri mikroskopiranju za analizo rezin GBM smo izbrali več regij znotraj tumorja, pri čemer 
so nekatere zajemale področje t.i. GSC niše, druga pa področja izven niše. Niše so 
specifična zaščitna mikrookolja znotraj glioblastoma, v katerih se nahajajo GSC. Niše 
GSC se nahajajo ob krvnih žilah, kjer so hipoksični pogoji, praviloma so periarterioralne, 
tj. specifično v okolici arteriol [69]. Izražanje CCR5 in CCL5 smo določili na dveh 
različnih tumorskih rezinah dveh GBM bolnikov. 
V območju tumorja izven niš GSC, sta CCR5 in CCL5 kolokalizirana, kar pomeni da 
celice izražajo tako receptor kot ligand (slika 4.1).  
Analiza tumorskega območja z GSC nišo je pokazala izražanje CCR5 in CCL5 (slika 
4.2). Tudi tu smo opazili kolokalizacijo CCL5 in CCR5, le da je bilo izražanje obeh 
proteinov šibkejše v niši kot izven nje.  
Prikazane so slike imunofluorescenčnega barvanja CCL5 in CCR5 na rezini bolnika 5 v treh 
posameznih kanalih za različna barvila (a DAPI; b TRITC; c FITC) ter združitev slik vseh treh kanalov 
(d). Pri tem barvanju prva slika prikazuje celična jedra v modri barvi (a), druga označuje CCL5 v rdeči 
barvi (b), tretja pa CCR5 v zeleni barvi (c). Skupna slika prikazuje vse tri označene komponente in 
daje informacije o kolokalizaciji (rumena barva) (d). Izven GSC niše sta CCL5 in CCR5 močno 
izražena in kolokalizirana; 200-kratna povečava. 
Slika 4.1 Izražanje CCR5 in CCL5 v območju tumorja izven GSC niše na tkivni rezini GBM. 
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4.1.2 CCR5 je izražen v makrofagih znotraj GBM  
Za določanje celične vrste, ki izraža CCR5, smo izvedli serijo IF barvanj, pri katerih smo 
za drugi protein izbrali CD68, ki je označevalec makrofagov [70]. Barvanja za CD68 in 
CCR5 smo izvedli na tkivnih rezinah petih bolnikov, na vseh rezinah razen na rezinah 
bolnika 5 in 7 (na sliki 4.3 so prikazan tri od petih barvanj).  
Prikazane so slike treh posameznih kanalov za različna barvila (a DAPI; b TRITC; c FITC) 
ter združitev slik vseh treh kanalov (d). Pri tem barvanju prva slika prikazuje celična jedra 
v modri barvi (a), druga označuje CCL5 v rdeči barvi (b), tretja pa CCR5 v zeleni barvi (c). 
Skupna slika prikazuje vse tri označene komponente in daje informacije o kolokalizaciji 
(rumena) (d). V niši GSC sta CCL5 in CCR5 šibkeje izražena, a vseeno kolokalizirana; 200-
kratna povečava.  
Slika 4.2: Šibko izražanje CCR5 in CCL5 v območju tumorja znotraj GSC niše. 
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Pri vseh barvanjih sta bila oba proteina relativno šibko izražena, kot je vidno na primeru 
bolnika 4 (slika 4.3/I.) zaradi visokega barvnega ozadja na mikroskopijah b in c. Združena 
slika (d) ima rumene lise, kar pomeni, da sta CD68 in CCR5 v GBM tkivu kolokalizirana, 
makrofagi izražajo CCR5. Na sliki je tudi kar nekaj majhnih, intenzivno zelenih pik, ki 
so motnje barvanja – gre za nespecifično barvanje oz. lažne pozitivne signale. Poleg tega 
so prisotne rdeče lise, ki pa niso posledica nespecifičnega barvanja. Gre namreč za 
makrofage, ker pa na istem mestu ni tudi zelenega obarvanja, je to očitno podpopulacija 
makrofagov, ki receptorja CCR5 ne izražajo. Ker pa na tkivni rezini tega bolnika ni samo 
zelenih lis (brez rdeče barve), to pomeni, da CCR5 v GBM TME izražajo le makrofagi in 
ne druge celice. 
Delna in celotna kolokalizacija izražanja CD68 in CCR5 na tkivnih rezinah bolnikov 4, 1 in 3. 
Prikazane so slike treh posameznih kanalov za različna barvila (a DAPI; b TRITC; c FITC) ter 
združitev slik vseh treh kanalov (d). Pri tem barvanju prva slika prikazuje celična jedra v modri barvi 
(a), druga označuje CD68 v rdeči barvi (b), tretja pa CCR5 v zeleni barvi (c). Skupna slika prikazuje 
vse tri označene komponente in daje informacije o kolokalizaciji (d). Posamezne vrste slik prikazujejo 
barvanje določenega vzorca: NIB 152 (I.; CD68 in CCR5 sta izključno kolokalizirana.), NIB 94/13 
(II.; CD68 in CCR5 sta kolokalizirana, a so prisotni tudi makrofagi, ki ne izražajo CCR5.) in NIB 142 
(III.; CD68 in CCR5 sta kolokalizirana, prisotne pa so tudi celice, ki izražajo CCR5 in niso makrofagi; 




Slika 4.3: Makrofagi izražajo CCR5. 
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Dodatna primera IF barvanja za CD68 in CCR5 sta sliki 4.3/II. In 4.3/III. – tkivni rezini 
bolnika 1 in 3. Na sliki 4.3/II. je na sredini mikrografije lumen žile, zaradi katerega je 
prisotno nespecifično barvanje v obliki podkve. Poleg tega je na sliki tudi nekaj 
nespecifičnega barvanja za CCR5 (majhne intenzivno zelene pike). Kot na primeru 
bolnika 4 je tudi na tej tkivni rezini prisotna kolokalizacija CD68 in CCR5, vidne so 
rumenkaste oz. oranžne regije, še posebej v desni polovici mikrografije. Za razliko od 
rezine bolnika 4 (slika 4.3/I.), na tej sliki ni rdečih lis, ki bi lahko pomenile makrofage, 
ki ne izražajo CCR5. Na sliki 4.3/III. je barvanje podobno kot pri ostalih dveh: CD68 in 
CCR5 sta kolokalizirana, saj so prisotne rumenkaste lise, prisotne so tudi rdeče obarvane 
regije (kot pri bolniku 4), torej receptorja ne izražajo vsi makrofagi; prav tako pa so na 
mikrografiji celice, ki so obarvane zeleno, kar pomeni, da izražajo CCR5, a niso 
makrofagi.  
 
4.1.3 Mezenhimske matične celice v GBM tkivu izražajo CCL5 
Podobno kot za CCR5, smo na podlagi naših hipotez izvedli serijo barvanj za določanje 
vrst celic, ki izražajo CCL5. Izvedli smo IF barvanja, pri katerih smo za drugi protein 
poleg CCL5 izbrali CD105, ki je označevalec mezenhimskih matičnih celic (MSC). 
Barvanja za CCL5 in CD105 smo prav tako izvedli na tkivnih rezinah petih bolnikov, na 
vseh razen na rezinah bolnika 5 in 7 (na sliki 4.4 sta prikazani dve od petih barvanj). 
Proteina CCL5 in CD105 sta bila vsaj delno kolokalizirana, kar je vidno na primeru tkivne 
rezine bolnika 3 (slika 4.4/I.). Regije intenzivnega rumeno-belega obarvanja so regije 
močne kolokalizacije, kar nakazuje na MSC, ki izražajo CCL5. Poleg teh regij, pa so 
okoli mesta MSC tudi rdečkaste oz. vijolične regije; to so celice, ki izražajo CCL5, a niso 
MSC. Vijolična barva pomeni jedrno lokalizacijo CCL5. Bližina MSC ima možen vpliv 
na te okoliške celice in njihovo izražanje CCL5 – morda preko izločanja CCL5, ki nanje 
vpliva preko njihovega receptorja CCR5.  
Prav ta predvideni posredni vpliv MSC na izražanje CCL5 s strani bližnjih celic pa je še 
bolj očiten na primeru vzorca bolnika 4 (slika 4.4/II.). Na spodnji levi polovici 
mikrografije je območje MSC s šibkim izražanjem CCL5, desno zgoraj, tik ob tem 
območju, pa območje celic, ki jasno izražajo CCL5 in niso CD105+, torej MSC. Tu je 
jedrno izražanje CCL5 še bolj očitno (vijolično obarvanje jeder), več o možnih razlogih 
za to v poglavju 4.5. Podobna barvanja smo dobili tudi pri vzorcih bolnikov 2 in 4.  
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Barvanje vzorcev bolnikov 1, 3 in 6 je pokazalo jasno in močno izražanje CCL5 s strani 
MSC (ter drugih celic) (primer bolnika 3); pri ostalih vzorcih (bolnik 2 in 4) CCL5 
izražajo samo celice v bližini MSC, same MSC pa ga izražajo šibko (primer bolnika 4).  
4.1.4 Detekcija astrocitov in glioblastomskih matičnih celic 
Kot podporo barvanju za CCR5 in CD68 smo izvedli še serijo IF barvanj, pri katerih smo 
analizirali izražanje GFAP, ki je označevalec astrocitnih filamentov (ter posledično tudi 
diferenciranih GBM celic), in CD133, ki je označevalec GSC. S primerjavo mikrografij 
istih regij tega barvanja in barvanja CCR5/CD68 (poglavje 4.1.2), lahko namreč 
določimo, kako specifično se CD68 pojavlja na makrofagi in ali ga izražajo tudi 
diferencirane GBM celice. Poleg tega smo s tem preverjali tudi ali celice GBM in GSC v 
tkivu izražajo CCR5 in CCL5. Barvanja za CD133 in GFAP smo izvedli na tkivnih 
rezinah štirih bolnikov (na vseh razen na rezinah bolnikov 5 in 6). 
Barvanje za GFAP in CD133 (slika 4.5/I.) je pokazalo, da ni prekrivanja v lokalizaciji 
izražanja proteinov. To je pričakovano, saj sta specifična označevalca za GSC in celice 
GBM. Uporabnost tega barvanja leži šele v primerjavi le-tega z barvanjem za CD68 in 
Slika 4.4: Mezenhimske matične celice v GBM tkivu izražajo CCL5. 
Izražanje CCL5 in CD105 na tkivni rezini bolnika 3 in 4. Prikazane so slike treh posameznih kanalov 
za različna barvila (a DAPI; b TRITC; c FITC) ter združitev slik vseh treh kanalov (d). Pri tem 
barvanju prva slika prikazuje celična jedra v modri barvi (a), druga označuje CCL5 v rdeči barvi (b), 
tretja pa CD105 v zeleni barvi (c). Skupna slika prikazuje vse tri označene komponente in daje 
informacije o kolokalizaciji (d). Posamezne vrste slik prikazujejo barvanje določenega vzorca: bolnik 
3 (I.; CCL5 in CD105 sta delno kolokalizirana, CCL5 izražajo tudi celice v bližini CD105+ celic) in 
bolnik 4 (II.; CCL5 in CD105 pri tem bolniku nista kolokalizirana, izražata se jasno prostorsko ločeno, 
CCL5 izražajo celice v bližini CD105+ celic); 200-kratna povečava. 
I. 
II. 
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CCR5 iste regije vzorca (slika 4.5/II.). Tako lahko dobimo približno informacijo o 
lokalizaciji vseh štirih proteinov.  
Da lahko potrdimo specifičnost CD68 kot označevalca makrofagov in ne diferenciranih 
GBM celic, moramo potrditi, da pri obeh barvanjih iste regije ne pride do kolokalizacije 
CD68 in GFAP. Glede na mikrografije obeh barvanj temu ni tako, kar potrjuje, da je 
CD68 prisoten le na makrofagih.  
4.1.5 Celice mikroglije ne izražajo CCR5 
Zadnja serija imunofluorescenčnega barvanja je zajemala barvanja za CCR5 in za Iba1. 
Iba1 je podobno kot CD68 označevalec za makrofage, le bolj specifično – Iba1 je namreč 
prisoten izključno na mikroglijskih celicah (tj. rezidentnih makrofagih v možganih) [71]. 
S primerjavo rezultatov teh barvanj in barvanj za CD68 lahko ugotovimo npr. katera vrsta 
makrofagov bi lahko bolj verjetno izražala receptor CCR5.  
Slika 4.5: Detekcija GBM in GSC celic v tkivnih rezinah GBM. 
Izražanje GFAP in CD133 ter CD68 in CCR5 v isti regiji tkivne rezine bolnika 1; Prikazane so slike 
treh posameznih kanalov za različna barvila (a DAPI; b TRITC; c FITC) ter združitev slik vseh treh 
kanalov (d). Pri tem barvanju prva slika prikazuje celična jedra v modri barvi (a), druga označuje 
GFAP v rdeči barvi (b), tretja pa CD133 v zeleni barvi (c). Skupna slika prikazuje vse tri označene 
komponente in daje informacije o kolokalizaciji (d). Posamezne vrste slik prikazujejo barvanje 
določenega vzorca: NIB 94 13 za GFAP in CD133 (I.; ni signifikantnega prekrivanja izražanja) ter 
NIB 94 13 za CD68 in CCR5 (II.; področja obarvana za CD68 se ne prekrivajo s področji obarvanimi 
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V ta namen smo izvedli IF barvanja na rezinah bolnika 3 in bolnika 4. Spodaj (slika 4.6) 
so prikazane mikrografije barvanja za Iba1 in CCR5 na tumorskih rezinah bolnika 3. 
Vidno je, da kolokalizacije mikroglijskega označevalca Iba1 in receptorja CCR5 ni, 
medtem ko je pri barvanju za CD68 in CCR5 bila (slika 4.3). To pomeni, da CCR5 
izražajo le tisti makrofagi, ki so infiltrirajoči in izvirajo iz monocitov (MDM), ne izražajo 
pa ga mikroglija celice, tj. rezidentni makrofagi, ki embrionalno izvirajo iz rumenjakove 




Slika 4.6: Mikroglija ne izraža CCR5. 
Izražanje Iba1 in CCR5 na tkivni rezini bolnika 3; Prikazane so slike treh posameznih kanalov za 
različna barvila (a DAPI; b TRITC; c FITC) ter združitev slik vseh treh kanalov (d). Pri tem barvanju 
prva slika prikazuje celična jedra v modri barvi (a), druga označuje Iba1 v rdeči barvi (b), tretja pa 
CCR5 v zeleni barvi (c). Skupna slika prikazuje vse tri označene komponente in daje informacije o 
kolokalizaciji (d). Iba1 in CCR5 nista kolokalizirana, prisotne so le Iba1+ celice, CCR5 ni prisoten; 
200-kratna povečava. 
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4.2 Glioblastomske matične celice izražajo CCR5  
Poleg imunofluorescenčne analize GBM tkivnih rezin smo analizirali tudi celične skupke 
oz. sferoide GSC. Analizirali smo tri različne celične linije GSC: K26, NCH421k in 
NCH644. Pri vseh linijah je bil rezultat barvanja sferoidov enak: CCR5 je prisoten v 
skoraj vseh celicah in je relativno močno izražen (slika 4.7). Ta ugotovitev ni povsem v 
skladu z barvanjem nišne regije za CCL5 in CCR5 v poglavju 4.1.1, saj je izražanje CCR5 
v niši GSC zelo šibko – možni razlogi za to so predstavljeni v razpravi – res pa je da bi 
morali za tovrstne zaključke proučiti večje število niš GSC. Za razliko od CCR5 je CCL5 
popolnoma odsoten v celicah GSC.  
4.3 Mezenhimske matične celice (MSC) izražajo tako CCR5 kot CCL5  
Izražanje CCL5 in CCR5 smo proučil tudi pri MSC. Poleg rezultatov barvanja tkivnih 
rezin GBM za CCL5 in CD105, ki so potrdila izražanje CCL5 s strani MSC, imamo tudi 
na voljo rezultate izražanje MSC v monokulturi. Izolirano gojene MSC namreč izražajo 
tako ligand CCL5 kot receptor CCR5 (slika 4.8) [6]. 
  
Slika 4.7: Imunofluorescenčna detekcija CCL5 in CCR5 v GSC celicah. 
Z metodo imunofluoresence smo analizirali izražanje CCL5 in CCR5 v treh GSC linijah, NCH421k, 
NCH644 ter GSC liniji pridobljeni iz bolnika 4. Jedra so obarvana modro, detekcija DAPI (stolpec  
a), CCR5 z zeleno, FITC (stolpec b), CCL5 z rdečo, TRITC (stolpec c) ter združitev vseh treh kanalov 
v stolpcu d; 200-kratna povečava.  
a b c d 
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4.4 CCL5 in celice MSC povzročajo invazijo glioblastomskih celic 
Vpliv MSC celic in rekombinantnega peptida CCL5 na invazijo GBM celic smo preverili 
s testom invazivnosti, pri kateremu smo uporabili primarno celično linijo GBM bolnika 
7 (NIB 140), kjer je CCR5 izražen. Merili smo invazivnost GBM celic v Boydenovi 
kamrici s porozno membrano por velikosti 8 µm in komercialnim izvenceličnim 
matriksom Matrigelom. Izvedli smo tri biološke ponovitve poskusa, mikroskopirali 
membrane posameznih paralelk (slika 4.9), rezultate vseh treh združili in statistično 
obdelali podatke. 
Slika 4.8: Mezenhimske matične celice v monokulturi izražajo CCL5 in CCR5. 
V monokulturi mezenhimskih matičnih celic iz kostnega mozga (BM-MSC) je prisotno izražanje tako 
liganda CCL5 (obarvano rdeče) kot receptorja CCR5 (obarvano zeleno); 200-kratna povečava. 
 
Slika 4.9: Primera mikrografij membrane kamrice pri testu invazivnosti GBM celic.  
a b 
Izrezane mikrografije smo proučili pod mikroskopom in prešteli število celic na zgornji strani, tj. 
število celic, ki so invadirale skozi Matrigel in pore membrane. Celice so obarvane s kristal vijoličnim. 
Leva mikrografija (a) prikazuje primer membrane z relativno majhnim številom celic, konkretno ob 
prisotnosti MSC in CCR5 inhibitorja MRV; desna mikrografija (b) prikazuje primer membrane z 
relativno veliki številom celic ob prisotnosti CCL5 in brez CCR5 inhibitorja. 
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Celice smo za 48 h izpostavili 10 µM MVR, kar ni imelo vpliva na zmanjšanje invazije 
celic GBM (Slika 4.10, prvi in drugi stolpec). Ob dodatku kemoatraktanta, 
rekombinantnega CCL5 (300 ng/mL) se invazija celic GBM, glede na kontrolo, 
statistično pomembno poveča (p=0,02) (Slika 4.10, tretji stolpec). 
Rezultati predstavljeni na grafu (Slika 4.10) predstavljajo celice GBM, ki smo jih za 48h 
izpostavili različnim reagentom. Prvi stolpec predstavlja kontrolo (celicam GBM dodan 
medij DMEM), kjer je invazija minimalna. Ob dodatku rekombinantnega CCL5 (300 
ng/mL) se je invazija celic GBM, glede na kontrolo, statistično pomembno povečala 
(p=0,05). Ob dodatku antagonista CCR5 – MRV (10 µM), se je invazija celic GBM 
statistično pomembno zmanjšala na nivo kontrolne vrednosti (p=0,03). Ko celicam 
namesto CCL5 dodamo celice MSC, ki izražajo CCL5, se invazija GBM celic ponovno 
poveča (p ≤ 0.0001) in zmanjša ob dodatku antagonista CCR5 – MRV (10 µM).  
Slika 4.10: MSC in CCL5 povzročita invazijo GBM celic. 
Celice GBM, izolirane iz tumorja bolnika št. 2, smo za 48 h izpostavili 300 ng/mL kemokinu CCL5, 
MSC ter 10 µM MV. Invazijo celic GBM smo preverili z 2D modelom skozi Boydenove kamrice, na 
katerih je bila 8 µm porozna membrana prekrita z Matrigelom. Invazijo celic GBM smo opredelili s 
štetjem s kristal vijoličnim obarvanih celic GBM, ki so se razširile skozi Matrigel in porozne 
membrane. Podatki predstavljajo tri biološke ponovitve, z ocenjeno standardno napako. Statistično 
pomembna razlika med kontrolo in izpostavljenimi vzorci je označena s *p<0,05.  
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4.5 CCL5 izpolnjuje pogoje za sekundarno funkcijo v jedru 
CCL5 kot kemokin se praviloma izraža za izločanje iz celice, kot je tudi anotirano v 
spletni bazi UniProt [73]. Presentljivo pa smo pri imunofluorescenci opazili vsaj delno 
jedrno lokalizacijo CCL5 pri vzorcih vseh bolnikov, za katere smo izvedli barvanja. 
Glede na jasno nahajanje kemokina CCL5 v jedru (slika 4.11) nas je zanimalo ali obstaja 
sekvenčna in strukturna podlaga za možno funkcijo CCL5 v celičnem jedru – kot DNA 
vezavni protein. To smo naredili s proučevanjem aminokislinskega zaporedja, 
sekundarnih struktur ter terciarne (in kvartarne) strukture proteina CCL5.  
Tovrstna dvojna vloga kemokina ni nenavadna, saj so jo že opisali npr. pri kemokinu 
CXCL12. Le-ta ima namreč običajno kemokinsko funkcijo (saj se izloča iz celice) ter 
funkcijo v celičnem jedru, kjer se veže na DNA [74].  
Odsotnost signalnega peptida za izločanje je prvi sekvenčni pogoj za jedrno lokalizacijo 
(in posledično delovanje v jedru ). Način, kako bi lahko bil CCL5 brez signalnega peptida 
za izločanje, je alternativno izrezovanje (ang. Alternative splicing; AS). S spletnim 
orodjem UniProt smo iskali možne izooblike CCL5, ki nastanejo z AS, a za CCL5 AS še 
ni dovolj anotirano – to bi bilo potrebno bolje raziskati.  
Slika 4.11: Izražanje CCL5 v jedru GBM celic. 
Na imunofluorescenčni mikrografiji so prikazane celice v tkivu GBM. Modro obravanje predstavlja 
DAPI, ki označuje jedra, rdeče pa CCL5. Kolokalizacija obeh obarvanje oz. jedrna lokalizacija CCL5 
predstavlja vijolično barvo; 200-kratna povečava.  
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Drugi sekvenčni pogoj za jedrno lokalizacijo je sposobnost prenosa v jedro. Le-ta je 
običajno zapisana v obliki aminokislinskega zaporedje na izpostavljeni regiji, ki 
posreduje prenos v jedro oz. jedrnega lokalizacijskega signala (ang. Nuclear localization 
signal; NLS), ki ga pogosto predstavljajo regije bogate z argininom in lizinom. 
Bioinformatska orodja niso zaznala NLS na podlagi zaporedja, obstaja pa možnost 
signala za vstop v jedro na podlagi sekundarne ali terciarne strukture, ne zaporedja, t.i. 
signalna površine (ang. »signal patch«). V tem primeru bi lahko post-translacijsko 
spremenjena izooblika s proteaznim skrajšanjem CCL5 imela spremenjeno strukturo N- 
ali C-konca, pri čemer bi nastala signalna površina, ki pa je prej ostala skrita oz. 
onemogočena. Na tak način bi celica lahko preko alternativnega izrezovanja ter preko 
post-translacijskih sprememb (cepitve s proteazo) razločila med lokalizacijo jedrne oblike 
CCL5 in oblike za izločanje.  
Po analizi zaporedja smo se lotili še strukture CCL5. Dobili smo nekaj informacij, ki 
ustrezajo profilu proteina, ki se veže na DNA. Na prvi pogled struktura dimera CCL5 s 
svojo sedlasto obliko in simetrično strukturo z α-vijačnicami in β-strukturami spominja 
na TATA-vezavni protein (TBP), čeprav med njima ni prave homologije v zaporedju in 
strukturi. Prav tako nismo zaznali drugih homologov proteina CCL5, ki se vežejo na DNA 
a 
b 
Slika 4.12: Primerjava širine reže v strukturi monomera TBP in dimera CCL5.  
Na sliki sta shemi monomernega proteina TBP (a) in dimera CCL5 (b). Širina reže pri obeh smo 
izmerili med Cα atomoma aminokislinskih ostankov, ki ležita na skrajnih koncev zank, ki tvorita 
robova reže. Izmerjena vrednost je pri proteinu TBP znašala 27 Å, pri dimeru CCL5 pa 24 Å.  
 
       
       
       
23,673 Å 
26,790 Å 
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in bi imeli zadostno raven homologije. Glede na zgolj navidezno podobnost smo najprej 
pri CCL5 preverili geometrijske pogoje za vezavo DNA, ki so sicer prisotni pri TBP; to 
je namreč širina reže sedlaste strukture, v katero se veže DNA. Pri TBP ta širina meri 27 
Å (slika 4.12a), pri CCL5 pa 24 Å (slika 4.12b). Ob tem je pomembno, da je širina dvojne 
vijačnice B-DNA 20 Å, ter da je CCL5 za razliko od TBP dimer, kar lahko razloži 
navidezno ožjo režo; le-ta se namreč lahko ob vezavi DNA bolj fleksibilno prilagodi. 
Reža proteina CCL5 se torej geometrijsko lahko prilega DNA.  
Preverili smo še Coulombsko elektrostatsko površino CCL5, da bi našli znake 
sposobnosti vezave na DNA (slika 4.13) Na robovih reže proteina CCL5 so prisotna 
izrazito pozitivno nabita področja, kar lahko olajša vezavo ogrodja DNA (tj. negativno 
nabite fosfatne skupine). Na sredini reže dimera CCL5 pa ni izrazitega naboja in prisotnih 
je 6 aromatskih ostankov (4 Tyr in 2 Phe), ki lahko omogočajo tvorbo π-π interakcij z 
bazami DNA. 
Na koncu smo z bioinformatskimi orodji navedenimi v nadaljevanju preveril še sámo 
teoretično predvideno sposobnost vezave na DNA kemokina CCL5 glede na njegovo 
aminokislinsko zaporedje in elektrostatsko površino proteina. Tri od štirih v ta namen 
uporabljenih orodij (BindUP, DNAbinder, DNABIND) so predvidela, da gre za DNA 
vezavni protein, četrto orodje (iDNA-Prot) pa, da ne gre za tak protein; torej obstaja 
sekvenčna in strukturna podlaga za sposobnost vezave na DNA kemokina CCL5 [75–78]. 
  
Slika 4.13: Coulombska elektrostatska površina CCL5.  
Shema elektrostatske površine dimera CCL5 je prikazana s Coulombskim barvanjem površine v 
programu Chimera. Na obeh straneh reže so robovi izrazito pozitivno nabiti; znotraj same reže ni 
izrazitega naboja, saj so ostanki pretežno nevtralni.  
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Z novimi odkritji na področju raka postaja vse bolj jasno, da je kemokinska signalizacija 
preko receptorja CCR5 in liganda CCL5 izjemno pomemben dejavnik pri poteku rakavih 
obolenj. To je bil tudi razlog za naše raziskovanje te kemokinske osi pri glioblastomu 
(GBM), saj prognoza za bolnike z GBM kljub trenutnim načinom zdravljenju ostaja slaba, 
poleg tega pa je GBM najpogostejši možganski tumor. Bistvo našega dela je bilo raziskati 
in razkriti del te zapletene mreže, natančneje os CCL5/CCR5 pri GBM ter konkretno 
razjasniti specifično vpletenost posameznih vrst celic (tumorskih in stromalnih) pri 
tovrstni signalizaciji v tumorju.  
5.1 GSC in zrele celice GBM 
Naši rezultati so pokazali, da je izražanje kemokina CCL5 v GBM tkivu kolokalizirano z 
izražanjem njegovega glavnega receptorja CCR5, vendar to velja le izven GSC niše. V 
niši je izražanje obeh zanemarljivo (primer bolnika 5, slika 4.2). To pomeni, da v tkivu 
celice GSC ne izražajo CCL5 ali CCR5, zrele celice GBM pa izražajo oba proteina. Poleg 
tkiv smo proučili še sferoide GSC in izražanje CCR5 in CCL5 v njih. Izražanje CCL5 v 
sferoidih GSC je bilo zanemarljivo, obenem pa je bilo izražanje CCR5 tam zelo izrazito. 
Torej smo opazili razliko med GSC v tkivu in GSC v sferoidih in vitro, kjer le slednji 
izražajo CCR5, v nobenem primeru pa GSC ne izražajo kemokina CCL5. Razlog za to 
razliko je lahko dejstvo, da sferoid ni dovolj dober približek niše GSC in je v njem 
nedvomno veliko več dejavnikov in interakcij, ki bi lahko vplivale na izražanje teh 
proteinov. Verjetno je, da ostale celice v niši GSC (poleg samih GSC) s signalizacijo 
preprečujejo, da bi GSC izražale CCR5. Pred sklepanjem takih zaključkov pa bi morali 
proučiti večje število niš GSC, da bi videli v kakšni meri CCR5 izražajo GSC znotraj 
tumorja, ne le sferoida. Poleg tega pa tudi o vlogi receptorja CCR5 pri GSC ne moremo 
sklepati brez dodatnih poskusov, s katerimi bi (v primeru zanesljive potrditve, da ga 
izražajo in vivo) razjasnili na kak način konkretno prenos signala preko CCR5 na GSC 
vpliva na TME.  
5.2 Makrofagi 
Pokazali smo, da so v to signalizacijo vpleten tudi makrofagi, saj smo pri vseh 
analiziranih vzorcih dokazali kolokalizacijo receptorja CCR5 in makrofagnega 
označevalca CD68. Za potrditev ustreznosti in zanesljivosti CD68 kot makrofagnega 
označevalca smo najprej izvedli barvanje za CD133 in GFAP (slika 4.5). 
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Glede kolokalizacije CD68 in CCR5 je pomembno omeniti, da kolokalizacija ni vezana 
na isto celico: na nekaterih vzorcih sta bila proteina vedno kolokalizirana (CCR5 izražajo 
vsi prisotni makrofagi in nobena druga celična vrsta), pri drugih so bile prisotne tudi 
celice s CCR5, ki niso makrofagi (po vsej verjetnosti zrele celice GBM), pri tretjih pa 
tudi makrofagi, ki ne izražajo CCR5. Pri slednjih gre za celice mikroglije, kar smo tudi 
dokazali z naslednjimi eksperimenti. 
Kolokalizacije CCR5 in označevalca celic mikroglije Iba1 nismo zaznali (slika 4.6). 
Barvanje za CD68 je zajelo tako rezidentne makrofage (celice mikroglije) kot 
infiltrirajoče makrofage (MDM – »monocyte-derived macrophages«); ob barvanju za 
Iba1 pa vidimo, da receptor CCR5 izražajo le MDM. To pomeni, da so v signalizacijo s 
CCL5 in CCR5 pri GBM vpleteni le tisti makrofagi, ki so preko te osi prihajajo iz krvnega 
obtoka, in ne tisti, ki so že del možganovine. Miller et al. [57] so pokazali, da imajo pri 
gliomih celice mikroglije pretežno pro-vnetni tip M1, infiltrirajoči makrofagi (MDM) pa 
proti-vnetni tip M2. Ta ugotovitev skupaj z našimi rezultati kaže na dejstvo, da so 
makrofagi, ki prihajajo v tumor preko osi CCL5/CCR5, imunosupresivni, kar posledično 
lahko prispeva k malignosti in odpornosti tumorja oz. tumorskih celic na zdravljenje [57].  
Glede na pogosto prisotnost imunosupresije v TME, gre lahko pri GBM tudi za 
transdiferenciacijo iz pro-vnetnega M1 v proti-vnetni tip M2 makrofaga – to je namreč 
že dokazano za gliome, a bi bilo pri GBM treba dodatno raziskati [11]. Sicer pa je 
dvojnost oz. delitev makrofagov na tip M1 in M2 preveč črno-bela in ne najbolj realna. 
Ob vedno boljši predstavi vseh možnosti delovanj makrofagov se ta delitev zdi kot 
poenostavitev celotne raznolikosti na le njeni dve skrajnosti. Makrofagi glede na izvor in 
okolje pridobijo določen imunski vzorec, obe skrajnosti vseh teh možnih vzorcev pa sta 
pogosto poenostavljeno predstavljeni kot edina dva načina delovanja makrofagov – tipa 
M1 in M2. Ta transdiferenciacija makrofagov torej ni preklopna, ampak postopna [79].  
Da bi pa potrdili še nadaljnjo aktivacijo makrofagov s strani celic GBM preko osi 
CCL5/CCR5, bi morali proučiti, kako komunicirajo makrofagi s celicami GBM. Prej bi 
morali predpostaviti kakšno aktivnost v makrofagih sproži signalizacija CCL5/CCR5 – 
na podlagi literature po vsej verjetnosti imunosupresorno. Poleg tega pa je ključno za 
globje razumevanje celotnega signalizacijskega omrežja, da bi v prihodnje proučili še 
vpletenosti drugih celic, ki sicer niso del tumorja: stromalne imunske (celice naravne 
ubijalke, limfociti itd.) ter stromalne neimunske (celice glije, nevroni, MSC itd.) v več-
celičnem in vitro eksperimentalnem modelu. 
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5.3 Mezenhimske matične celice  
MDM torej prihajajo v GBM tkivo (tudi) preko kemokina CCL5, ki se izraža v celicah 
GBM, ni pa jasno, katere celice v GBM ga izražajo. V literaturi so kot vir CCL5 pri raku 
opisane MSC. Pri raka jajčnikov je bilo na primer dokazano, da MSC izražajo CCL5, le-
ta pa poslabša prognozo, saj sproži izražanje IL-6 in s tem povzroči kemorezistenco 
tumorskih celic [80]. Da bi potrdili, da so MSC vpletene v izražanje CCL5 tudi pri GBM, 
smo imunsko označili CCL5 in CD105, ki je označevalec MSC-jev. Videli smo, da 
kemokin CCL5 izražajo delno celice MSC, delno pa tudi celice v bližini MSC – 
najverjetneje zrele GBM celice. MSC v GBM torej delujejo dvojno: same izražajo CCL5, 
prav tako pa povečajo izražanje CCL5 celic GBM. MSC torej izvajajo parakrino 
(stromalno) aktivacijo celic GBM, s tem pa stimulirajo avtokrino signalizacijo 
CCL5/CCR5 celic GBM (saj le-te izražajo tudi CCR5) in pa aktivacijo strome (tj. 
aktivacijo MDM makrofagov, ki izražajo CCR5) s strani GBM celic. Poleg vseh teh treh 
mehanizmov (glej poglavje 1.5), ki vključujejo celice GBM, pa lahko MSC preko 
signalizacije s CCL5 neposredno vplivajo tudi na MDM. Medcelične interakcije več vrst 
celic in vivo je navkljub poznanim mehanimzom in vitro težko predvidevati. 
Pri razlagi rezultatov imunološkega označevanja za CCL5 označevalec celic MSC CD105 
smo upoštevali še rezultate testov invazivnosti. Ti so pokazali, da MSC-ji neposredno 
delujejo na celice GBM, saj se je invazivnost le-teh povečala ob prisotnosti MSC zaradi 
spodbujanja kemotakse s CCL5. Test invazivnosti celic GBM je, kot omenjeno, potrdil 
hipotezo o parakrinem delovanju MSC preko CCL5 in CCR5 na celice GBM. Sicer 
gibljivost oz. migracija celic ni isto kot invazija; gibljivost celic predstavlja prehajanje 
celic skozi membrano, invazija pa prehajanje, ko je na membrani Matrigel oz. nekaj kar 
razgrajujejo proteaze [81]. Invazija celic GBM skozi Matrigel na porozni membrani se je 
od prisotnosti CCL5 občutno povečala, ob inhibiciji CCR5 z MRV pa se je znižala skoraj 
do ravni negativne kontrole. Glede na to, da smo skoraj identične rezultate dobili ob 
parakrinem delovanju MSC in MRV, lahko trdimo, da je CCL5, poleg CCL3 in CCL4 
(tj. ostalih dveh kemokinov, ki se tudi vežeta na CCR5, ki ga MRV inhibira), najbolj 
pomemben za sproženje invazije celic GBM. Prav tako smo opazili, da dodatek MRV 
skupaj z bodisi CCL5 bodisi MSC ne privede do popolnega zmanjšanja invazije na raven 
negativne kontrole, kar pomeni, da inhibicija CCR5 z MRV ni popolna. MRV namreč ni 
ireverzibilen inhibitor – je pa visoko specifičen in počasi reverzibilen [82]. Drugi dve 
možni razlagi testa invazivnosti sta, da MSC ne izločajo samo CCL5 ampak tudi druge 
kemokine za sproženje invazije (ki delujejo na druge receptorje) ali pa, da v namen 
invazije izločajo samo CCL5, ta pa na invazijo deluje še preko drugih svojih receptorjev: 
CCR1, CCR3, CD44 in GPR75. Na podlagi literature bi z inhibicijo receptorja CCR5 
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poleg tu dokazane inhibicije invazivnosti lahko zmanjšali tudi polarizacijo makrofagov v 
proti-vnetni pro-tumorski tip, kar nakazuje na večplastno obetavnost ciljanja CCR5 pri 
zdravljenju GBM [83]. Medsebojne interakcije MSC in celic GBM (celični liniji U87 in 
U373) je intenzivno proučevala skupina Lah et al. [84]. MSC so namreč izredno 
pomembna komponenta tumorskega okolja, še posebej v tkivnih nišah, kjer skupaj z 
drugimi stromalnimi celicami ustvarjajo zaščitno okolje celicam GSC pred vplivi 
obsevanja ali kemoterapije. Že začetne raziskave [85,86] so pokazale, da MSC 
uporabljajo v komunikaciji s tumorskimi celicami zelo podobne oz. enake signalne 
mehanizme kakor celice imunskega sistema [87]. V sokulturah MSC izločajo celo paleto 
kemokinov, med katerimi CCL5 pravzaprav ni dominanten, npr. v primerjavi s CCL2 in 
CXCL12 [86], medtem ko neposreden stik med obema lahko privede do vrste zanimivih 
medsebojnih učinkov [88]. Velja poudariti, da so kemokinske interakcije kot tudi 
interakcije preko kininskega signaliziranja purineričnih receptorjev, in kalcijevih kanalov 
oz. signaliziranja [89] močno odvisni tudi od genetskega podtipa GBM. Breznik et 
al. [90] so npr. dokazali diametralno nasprotni odziv celic GBM U87 in U373 na iste 
MSC-je kostnega mozga. Navkljub poglobljenim molekularnom analizam transkriptoma 
in sekretoma ključnega vzroka za ta pojav še nisno dokazali.  
Koristnost zdravljenja z inhibicijo CCR5 je torej v preprečevanju invazije in v drugih 
rakih tudi metastaziranja, kjer je invazija osnovni proces [11,83]. 
Zaenkrat torej še obstaja vrzel v razumevanju vpliva stromalnih celic na malignost raka 
na splošno. Novi eksperimentalni modeli možganskih tumorskih organoidov [91], ki 
zajemajo tudi TME bodo vsekakor poglobili naše znanjen in uporabo kemokinskih 
inhibitorjev pri napredovanju glioblastoma in drugih tumorjev. 
5.4 Jedrna lokalizacija CCL5 
V celicah MSC smo opazili, CCL5 prisotnost tudi v celičnem jedru (slika 4.11). Glede na 
znano dejstvo, da se CCL5 izloča iz celic, menimo, da je jedrna izvedenka tega proteina 
drugačna, torej da gre za alternativno izoobliko. Predpostavil smo, da bi lahko šlo za 
izoobliko, ki ima tudi drugačno, nekanonično, funkcijo za razliko od običajnega 
kanoničnega CCL5. Podobno ima kemokin CXCL12 (znan tudi kot SDF-1) več izooblik, 
ki nastanejo z alternativnim izrezovanjem: SDF-1α in SDF-1β (obe se izločata iz celice) 
ter izooblika SDF-1γ, ki se nahaja v celičnem jedru. Slednja ima aminokislinsko 
zaporedje na C-končni regiji, ki posreduje prenos v jedro in je prisotno le na γ obliki; 
SDF-1γ mRNA vsebuje tudi kratko vodilno zaporedje, na katerem ni zapisa za signalni 
peptid potrebnega za izločanje. To kaže na možnost, da imajo kemokini lahko glede na 
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specifično izražanje izooblik tkivno-specifične funkcije v drugih razdelkih celice; te 
funkcije pa niso vezane na medcelično signaliziranje, ampak gre lahko npr. za delovanje 
kot transkripcijski faktor v jedru [74]. 
Bioinformatska analiza CCL5 v okviru te naloge zajema analizo aminokislinskega 
zaporedja in strukture, cilj pa je bil pokazati, da ima CCL5 teoretično podlago za 
delovanje v jedru, specifično za vezavo na DNA. Za jedrno lokalizacijo je z vidika 
zaporedja pomembna odsotnost signalnega peptida za izločanje in prisotnost na površini 
izpostavljenega zaporedja, ki posreduje prenos v jedro (NLS) [74]. Signalni peptid za 
izločanje se lahko (kot pri CXCL12) odstrani z alternativnim izrezovanjem, kar pa pri 
CCL5 še ni dobro raziskano; NLS pa bi lahko nastal s proteazno cepitvijo, ki bi omogočila 
tvorbo signalne površine, ki učinkuje kot NLS. Gre za področje na površini zvitega 
proteina oz. terciarne strukture (tri-dimenzionalne oblike), ki ga sestavljajo 
aminokislinski ostanki, ki so po primarni strukturi sicer oddaljeni. Proteini s področjem 
signalne površine se lahko prenesejo v drug celični razdelek npr. v jedro, je pa za enkrat 
še težko predvideti ta področja [92]. Alternativno izrezovanje mRNA, ki proteinom 
omogoča več funkcionalno različnih izooblik [93], je pri CCL5 za razliko od CXCL12 
manj raziskano [73,74]. Izrezovanje začetnega dela zaporedja CCL5 bi lahko bilo 
odgovorno za odstranitev zapisa za signalni peptid za izločanje, do sedaj edina opisana 
izooblika kemokina CCL5 ni spremenjena v tem delu zaporedja, vemo le za delecijo 
drugega eksona [94]. 
Pri CCL5 pa je znanih kar nekaj post-translacijskih modifikacij, ki vplivajo na 
aminokislinsko zaporedje: cepitve s proteazami. Kot omenjeno bi skrajšanje C-konca npr. 
lahko omogočilo razkritje do takrat skritega področja signalne površine in posledično 
povzročilo sposobnost prenosa v jedro. Oran et al. [95]. so opisali vsaj 19 post-
translacijsko obdelanih oblik proteina CCL5, vključujoč N-končna in/ali C-končna 
skrajšanja [95]. 
Sekvenčni analizi CCL5 je sledila še strukturna. Dimer CCL5 je sedlaste oblike in ima 
režo širine 24 Å, ki ima ob robu pozitivno nabite regije (za interakcijo z ogrodjem DNA) 
in nenabito sredino (za hidrofobne interakcije z baznimi pari) – reža torej izpolnjuje 
splošne pogoje za vezavo dvojne vijačnice DNA (slika 4.12). Nadalje smo preverili tudi 
teoretično sposobnost proteina za vezavo DNA na podlagi zaporedja in strukture s štirimi 
bioinformatskimi orodji, od katerih so trije predvidela, da ima CCL5 dejansko sposobnost 
vezave na DNA, kar je še dodatno potrdilo našo hipotezo. 
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Zaključimo lahko, da so alternativno izrezovanje in post-translacijske spremembe lahko 
odgovorni za izražanje nekanonične izooblike kemokina CCL5, ki se od običajne 
razlikuje v funkciji in celični lokalizaciji oz. ločevanju v celične razdelke – konkretno 
jedrna lokalizacija in vloga vezave DNA. Dejstvo, da evolucijsko relativno visoko 
ohranjen protein (kot sta kemokina CXCL12 in CCL5) lahko izkazuje različne tkivno 
specifične značilnosti, je pokazatelj večslojnosti, informacijske zgoščenosti in 
gospodarnosti genoma (ang. »genome economy«) [74]. 
5.5 Vloga in interakcije stromalnih in tumorskih celic v GBM 
Okolje tumorja – stroma – vpliva na na zdravljenje pri raku na več načinov in uspešnost 
zdravljenja je v veliki meri povezana s stopnjo aktivacije strome. Stroma lahko omejuje 
dostopnost kemoterapevtika rakavemu tkivu (npr. preko fibroze ali povečanega izražanja 
metabolnih encimov); poveča lahko odpornost na citotoksične kemoterapevtike (stroma 
poveča preživetveno sposobnost in množitev rakavih celic, same stromalne celice pa se 
počasi pomnožujejo in so odporne na citotoksične kemoterapevtike) in odpornost na 
radioterapijo. Vpliv terapije na stromo je lahko poškodba (DNA), ki sproži fibrozo in 
preživetveni stresni odziv; prav tako lahko povzroči odpornost na imunoterapijo, tako da 
stromalne celice z imunosupresornim delovanjem zavrejo imunske efektorske celice (tj. 
makrofage in citotoksične limfocite T) [96,97]. Vse bolj jasno je, da zdravljenje raka brez 
upoštevanje stromalne komponente ni zadostno in bo manj uspešno. Trenutno so v fazi 
predkliničnih in kliničnih preskušanj naslednje učinkovine proti raku, ki delujejo na 
stromo: Plerixafor (deluje na CXCR4), Clarithromycin (deluje na citokrom P450 3A4), 
Fresolimumab (deluje na TGFβ) idr. [96].  
V uvodu (poglavje 1.5) predstavljeni trije načini medceličnega signaliziranja 
CCL5/CCR5 pri glioblastomu in drugih vrstah raka so parakrina oz. stromalna aktivacija 
celic GBM, aktivacija stromalnih celic s strani celic GBM in pa avtokrina aktivacija celic 
GBM [5]. Možen pa je še četrti način, to je stromalna aktivacija strome, ki na prvi pogled 
poteka neodvisno od GBM celic. Opazili smo namreč signalizacijsko povezavo med 
MSC, ki izražajo CCL5, in infiltrirajočimi makrofagi, ki izražajo CCR5 in se torej lahko 
odzivajo na CCL5 iz MSC. Glede na podatke iz literature in tukaj predstavljene rezultate 
lahko zaključimo, da so najverjetneje vpleteni vsi 4 načini medcelične signalizacije preko 
osi CCL5/CCR5; predlagan mehanizem je hibridni način signalizacije, kjer je vloga celic 
GBM posredna, a odločilna (slika 5.1).  
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Parakrino aktivacijo celic GBM predstavlja interakcija CCL5, ki ga izražajo MSC, in 
CCR5 celic GBM. MSC pa preko izločanja CCL5 lahko stimulirajo tudi MDM, ki 
izražajo CCR5 – to predstavlja 4. način, stromalno aktivacijo strome. Celice GBM 
izražajo CCL5, na katerega se zaradi lastnega CCR5 tudi odzovejo (3. način – avtokrina 
aktivacija GBM celic), ta CCL5 celic GBM pa stimulira tudi MDM s CCR5 (2. način – 
aktivacija stromalnih celic s strani GBM). Jasno gre za zelo zapleten signalni sistem, ki 
pa se razlikuje tudi znotraj posameznega tumorja; heterogenost je namreč ena izmed 
glavnih značilnosti GBM [98]. Analiza več vzorcev nam je dala širšo sliko možnih 
interakcij v tem sistemu in razjasnila katere celice sodelujejo pri tem.  
Avtokrina aktivacija (izražanje liganda in receptorja; pozitivna povratna zanka) je 
predvsem značilnost gliobastoma in omogoča neodvisnost od zdravega stromalnega 
tkiva, ki v nižjih stopnjah glioma bolj uspešno zavira napredovanja tumorja [25,61]. 
Vpletenost stromalnih oz. zdravih celic v signaliziranje lahko služi kot zaviranje 
napredovanja tumorja (v gliomih nižje stopnje). 
Kemokin CCL5 preko svojega receptorja CCR5 pri GBM deluje parakrino in tudi avtokrino. MSC 
izražajo CCL5, ki deluje na CCR5-izražajoče celice GBM (1) in infiltrirajoče MDM (4), obenem pa 
CCL5 izražajo tudi celice GBM in preko njega delujejo na makrofage (2) ter avtokrino (3). Glede na 












Slika 5.1: Shema predlaganega hibridnega mehanizma medcelične signalizacije preko osi 
CCL5/CCR5 pri GBM. 
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Po drugi strani pa v gliomih višjih stopenj (tudi GBM) lahko vpletene stromalne celice 
igrajo bistveno vlogo pri napredovanju raka, saj sicer spodbujajo imunosupresijo, 
gibljivost, invazivnost, preživetje ter pomnoževanje zdravih celic – v tem primeru pa 
rakavih. Kakorkoli pa vključitev strome v signalizacijo in avtokrina signalizacija celic 
GBM obe lahko podpirata napredovanje raka in se medseboj ne izključujeta [99]. 
Glede na to, da celice GBM izražajo tako kemokin kot ligand, je velika verjetnost, da ta 
signalizacija poteka vsaj delno avtokrino, kar je tudi sicer v skladu z delno neodvisnostjo 
od strome gliomov višjih stopenj. To je bilo predhodno že dokazano v mezenhimskem 
podtipu GBM (M-GBM); značilnost tega podtipa je izguba nevrofibromina (NF1). Ravno 
ta protein ima vlogo inhibicije signalne poti Akt/mTOR in posledično vlogo negativne 
regulacije izražanja CCL5. Zaradi tega celice M-GBM močno izražajo CCL5, njegovo 
delovanje pa se je v tej študiji izkazalo za avtokrino – torej gre v tem pogledu za stromalno 
neodvisnost tumorskih celic [25].  
Naše ugotovitve imajo uporabno vrednost pri izboljšanju zdravljenja GBM. Stromalne 
celice, kot so MDM, MSC, ki jih celice GBM vpletajo v svojo signalizacijsko mrežo, so 
možne tarče za zdravljenje usmerjeno v stromo (ang. stroma-directed therapies). Ciljanje 
stromalnih celic bi lahko bilo bolj zanesljivo in terapevtsko učinkoviteje kot ciljanje samo 
rakavih celic, saj so stromalne celice genetsko bolj stabilne [100]. Rakave celice 
predvsem pod vplivom terapevtikov mutirajo, kar zaplete pristope zdravljenja, ki ciljajo 
tumorske znane onkogene. Z zdravljenjem usmerjenimi v stromo lahko znižamo prag 
odziva GBM na imunsko prepoznavanje tumorskih celic – aktiviramo lahko imunski 
sistem in s tem povečamo učinkovitost zdravljenja, specifičnega za tumorske antigene 
[101].  
Na podlagi naših ugotovitev bi specifična strategija zdravljenja pri GBM lahko bila 
ciljanje osi CCL5/CCR5, specifično preko blokade CCR5 na MDM (torej zdravljenje 
usmerjeno v stromo) in na celicah GBM. Za MRV in leronlimab (protitelo anti-CCR5) že 
potekajo klinična preskušanja [102], saj antagonisti CCR5 izboljšajo učinkovitost 
obsevanja in kemoterapije pri ubijanju rakavih celic [49]. Specifična izvedba tega našega 
pristopa pri GBM pa bi lahko bila uporaba konjugata protitelesa in učinkovine (ang. 
Antibody-drug conjugate: ADC) – ob vezavi protitelesa ADC-ja in njegove tarče pride 
na tarčni celici do endocitoze ADC. V ADC bi lahko povezali MRV in določeno protitelo 
glede na željeni učinek: protitelo anti-CD14 (marker MDM) [103], anti-CD68 (marker 
makrofagov) ali anti-EGFRvIII (marker celic GBM) [14] bi ciljalo celice, nanj vezani 
MRV bi blokiral receptor CCR5 specifično na teh celicah, CCR5 pa bi se skupaj z ADC 
v procesu receptorske endocitoze odstranil s površine celice.  
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Zaključujemo, da kemokinska signalizacija preko CCL5 in receptorja CCR5 igra (tako 
kot tudi pri mnogih drugih vrstah raka) pri GBM ključno vlogo pri povečevanju 
malignosti in invazivnosti, in je zato možna terapevtska tarča. Zmanjšanje invazivnosti 
celic GBM bi lahko dosegli s konjugatom MRV in označevalca specifičnega za zrele 
celice GBM. Ciljali bi lahko tudi CCR5 na MDM s konjugatom MRV in ustreznega 
makrofagnega označevalca. Znižanje signalizacije CCL5/CCR5 med celicami GBM 
in/ali MSC ter makrofagi MDM bi namreč lahko zmanjšala tudi prodiranje MDM v 
tumor, kar bi lahko pripomoglo k boljši prognozi bolnika. 
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Boljše razumevanje mehanizmov medcelične signalizacije preko kemokinov je ključno 
za izboljšanje zdravljenja, ki bi znižalo izredno visoko smrtnost pri glioblastomu. Vse več 
je raziskav, ki poleg samih rakavih celic opisujejo tudi vpliv stromalnih celic na tumorsko 
okolje in vpletenost le-teh v signalizacijo pri raku. Pri več vrstah raka, vključno z 
glioblastomom je bilo dokazano, da stroma spodbuja invazivnost, pomnoževanje celic, 
celično preživetje in imunosupresijo, kar vpliva slabo na prognozo poteka bolezni in slabo 
odzivnost na običajno zdravljenje. S poznavanjem vpletenosti stromalnih celic pri teh 
procesih preko kemokinske osi CCL5/CCR5, lahko načrtujemo pristope zdravljenja, ki 
bi specifično ciljali ne le rakave celice, ampak tudi stromalne, ki v višjih stopnjah glioma 
– pri glioblastomu – podpirajo njegovo neodzivnost na zdravljenje. Gre za možne dodatne 
pristope zdravljenja, ki verjetno sami ne bi bili dovolj učinkoviti, lahko pa bistveno 
izboljšajo uspešnost standardnih pristopov, kot je kirurška odstranitev tumorja, obsevanje 
in kemoterapija ter utegnejo obenem zmanjšati stranske učinke teh ustaljenih pristopov.  
Zaključujemo, da: 
▪ GBM celice izražajo tako CCL5 kot CCR5, 
▪ Makrofagi, specifično infiltrirajoči (in ne mikroglija) izražajo CCR5, 
▪ MSC (in potencialno celice okoli MSC) izražajo CCL5, 
▪ GSC v sferoidih izražajo CCR5, 
▪ MSC povzročajo invazijo GBM celic specifično preko kemokinske osi 
CCL5/CCR5, ki jo lahko inhibiramo z uporabo CCR5 antagonista Maraviroca.  
▪ CCL5 izpolnujejo sekvenčne in strukturne pogoje za jedrno funkcijo, kar 
potrjujejo rezultati, ki kažejo na njegovo izražanje v jedru celic.  
▪ MDM- in GBM-celično-specifična blokada CCR5 pri GBM lahko teoretično 
zniža invazijo celic in imunosupresivno okolje, kar bi povečalo učinkovitost 
zdravljenja. Izvedba tega bi bila možna z ADC konjugatom CCR5 antagonista 
MRV in protitelesa proti označevalcu GBM celic (npr. anti-EGFRvIII) ali proti 
makrofagnem oz. MDM-specifičnem označevalcu (npr. anti-CD68, anti-CD14).  
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